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RIASSUNTO 
RIASSUNTO 
 
L’introduzione della terapia combinata a base di artemisinina 
(artemisinin-based combination therapy, ACT) ha rappresentato 
una svolta epocale nella lotta contro la malaria da Plasmodium 
falciparum, riducendo drasticamente la morbilità e mortalità da 
questa causate. Purtroppo, la diffusione della resistenza di P. 
falciparum all'artemisinina nel Sud-Est Asiatico costituisce una 
reale minaccia per il controllo e l’eliminazione della malaria, 
poiché rischia di vanificare i successi raggiunti nell’ultimo 
decennio, soprattutto in termini di sopravvivenza infantile. 
Numerosi studi, condotti su isolati di P. falciparum provenienti dal 
Sud-Est Asiatico, hanno dimostrato che la resistenza 
all’artemisinina è strettamente legata alla presenza di polimorfismi 
a singolo nucleotide (SNPs) nel gene kelch 13 (k13). Alcuni di 
questi SNPs sono anche stati descritti in Africa, ma mai nessuno è 
stato correlato ad un’aumentata tolleranza o resistenza 
all'artemisinina (Ménard et al., 2016). La recente introduzione di 
strumenti di biologia molecolare di nuova generazione, volti alla 
rapida e precoce individuazione di parassiti resistenti, consente di 
perfezionare e rendere più accurate le strategie terapeutiche e 
profilattiche impiegate nei casi di malaria da P. falciparum. In 
questo lavoro di tesi, al fine di identificare la presenza di mutazioni 
puntiformi nel gene k13 di P. falciparum, sono stati analizzati, 
mediante PCR e sequenziamento diretto, 930 isolati di P. 
falciparum raccolti in quattro paesi africani nei quali la malaria 
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continua a rappresentare un importante problema di salute 
pubblica: Camerun, Eritrea, Botswana, e Guinea Conakry. Per i 
campioni provenienti dal Camerun e dall’Eritrea, lo screening 
molecolare è stato effettuato tramite il sequenziamento di nuova 
generazione NGS, ovvero un sistema standardizzato di 
sorveglianza della farmaco-resistenza ad alto rendimento. Oltre 
all’analisi del gene Pfk13, è stata valutata l’eventuale presenza di 
mutazioni nei diversi geni marcatori di resistenza per gli 
antimalarici comunemente impiegati nelle combinazioni 
terapeutiche a base di artemisinina. Inoltre, in collaborazione con 
il CDC (Centre for Disease Control and Prevention) di Atlanta, è 
stato messo a punto un nuovo metodo di rilevazione 
dell’espressione del gene plasmepsina 2 di P. falciparum, 
coinvolto nella resistenza alla piperachina. I risultati dello studio 
di sorveglianza molecolare qui riportati non hanno evidenziato 
alcuna resistenza all'artemisinina. Tuttavia, per gli altri marcatori 
molecolari indagati, è stata identificata un’alta frequenza di 
varianti alleliche associate alla resistenza alle diverse classi di 
farmaci antimalarici. Questi risultati suggeriscono la forte 
necessità di effettuare una costante valutazione di efficacia 
terapeutica dei farmaci impiegati nel trattamento della malaria da 
P. falciparum, e un assiduo monitoraggio molecolare della 
farmaco-resistenza, al fine di sviluppare adeguate strategie di 
controllo e prevenzione della malaria. 
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The introduction of the artemisinin-based combination therapy 
(ACT) has played a pivotal role in reducing the global burden of 
Plasmodium falciparum malaria. Unfortunately, the recent 
emergence of P. falciparum parasites resistant to artemisinin in 
Southeast Asia poses a threat to the malaria control and elimination 
efforts. Several single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the P. 
falciparum kelch 13 (k13) gene have been linked to artemisinin 
resistance. Hitherto, some of these SNPs have been described in 
Africa, but no one has been linked to artemisinin tolerance or 
resistance (Ménard et al., 2016). Genetic tools for a rapid and early 
detection of P. falciparum resistant parasites are determinant for 
guiding appropriate treatment and prophylaxis of P. falciparum 
malaria. In this study, we analyzed by PCR and direct sequencing 
930 P. falciparum isolates collected in four African countries in 
which malaria still represents a major public health problem 
(Botswana, Cameroon, Eritrea and Guinea Conakry) to investigate 
the presence of point mutations in the P. falciparum k13 gene. For 
the Cameroonian and Eritrean samples, we used next-generation 
sequencing (NGS), a high-throughput, standardized molecular 
surveillance system, to perform the drug resistance screening. 
Amplification and polymorphisms in P. falciparum molecular 
marker genes were also analyzed to monitor the possible presence 
of point mutations linked to drug resistance in the antimalarial 
drugs used as partner in the ACT. Moreover, a new method to 
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quantify the number of copies of P. falciparum plasmepsin 2 gene 
was also designed in collaboration with the CDC malaria team. No 
mutations associated with artemisinin resistance were observed. 
However, a high frequency of allelic variants associated with drug 
resistance to the other antimalarial drugs was detected. These 
preliminary results suggest the strong need to perform a continued 
molecular monitoring as well as drug efficacy evaluations to 
provide adequate malaria control and prevention strategies. 
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1 INTRODUZIONE 
 
E’ di antica memoria la credenza popolare che la malaria venisse 
contratta dai miasmi malsani delle paludi e delle acque stagnanti, 
tanto da essere definita “mal’aria”. Già nella seconda metà del 
secolo V a.C., Ippocrate, nei libri delle “Epidemie”, descrive i 
diversi tipi di febbri intermittenti da malaria, con la benignità e 
malignità delle stesse (fig. 1).  Soltanto nel tardo Ottocento il 
termine “malaria” divenne sinonimo della malattia. 
 
 
 
 
Figura 1 - Ippocrate riconosce una febbre malarica, e ne associa 
l’ingrossamento della milza 
 
 
Ad oggi, la malaria, assieme alla tubercolosi e all’AIDS, 
rappresenta una delle  principali emergenze sanitare nelle 
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numerose aree endemiche della fascia tropicale e sub-tropicale del 
pianeta (Africa Sub-Sahariana, Asia ed America del Sud), 
mietendo milioni di vittime ogni anno, in particolare tra bambini 
di età inferiore ai 5 anni. 
Nonostante gli eccellenti risultati ottenuti nel contenimento della 
malattia grazie all’introduzione della terapia combinata a base di 
artemisinina (ACT) come prima linea di trattamento 
farmacologico in pazienti con malaria non complicata, 
l’insorgenza della resistenza all’artemisinina ed ai suoi derivati 
sintetici non ha tardato a fare la sua comparsa, sviluppandosi e 
diffondendosi in molte zone del Sud-Est Asiatico. Nel 2014 sono 
state identificate diverse mutazioni nel gene kelch 13 propeller, 
strettamente correlate alla resistenza all’artemisinina (Ariey et al., 
2014). Per la prima volta nella lunga storia della lotta contro la 
malaria, contrariamente a quanto accaduto per clorochina e altri 
antimalarici, la comunità scientifica internazionale ha a 
disposizione un marcatore molecolare per sorvegliare la comparsa 
e la diffusione della resistenza all’artemisinina in aree dove questa 
resistenza non è ancora presente, in particolare nelle aree 
endemiche dell’Africa sub-sahariana. 
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1.1  La Malaria 
 
 La malaria nel mondo 
 
La malaria rappresenta la più importante parassitosi umana, 
nonché un problema di salute pubblica mondiale. Più del 40% 
della popolazione mondiale vive in zone dove la malaria è 
endemica, cioè nelle regioni comprese tra i due Tropici (Africa 
Sub-Sahariana, Asia ed America del Sud) (fig. 1.1.1). 
L’Organizzazione Mondiale della Sanità ha valutato che 3,4 
miliardi di persone in 91 paesi del mondo sono esposte al rischio 
di contrarre e sviluppare la malaria. Nel 2016 sono stati stimati 216 
milioni di casi, con un aumento di circa 5 milioni di casi rispetto al 
2015, ed un totale di 445000 decessi, circa lo stesso numero 
raggiunto nel 2015. Circa l’80% dei casi e il 90% dei decessi per 
malaria si verificano a carico di donne in gravidanza e di bambini 
in età inferiore ai 5 anni. (WHO, World Malaria Report 2017).  
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Figura 1.1.1 - Mappa rappresentativa dell’incidenza dei casi di malaria nel 
mondo  
(World Malaria Report, WHO 2017) 
 
 
La malaria non è solamente una malattia comunemente associata 
alla povertà: molte evidenze suggeriscono come essa sia anche 
causa di povertà ed uno dei maggiori ostacoli allo sviluppo 
economico di un paese (Worrall et al., 2005). 
Oltre agli effetti immediati della patologia (stanchezza, febbre, 
apatia), che di per sé hanno già conseguenze negative sulla 
produttività di un paese, è stato dimostrato come la malaria 
cerebrale sia una delle cause maggiori di handicap neurologici 
nei bambini africani (Idro et al., 2010), in quanto compromette le 
capacità cognitive e le prestazioni scolastiche, anche in seguito a 
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guarigione (Fernando et al., 2010). 
Sommando i costi sanitari, i giorni di lavoro persi, la riduzione 
della produttività dovuta ai danni cerebrali e la perdita di 
investimenti e turismo, il prezzo che l’Africa deve pagare ogni 
anno per questa malattia è stato stimato intorno ai 12 miliardi di 
dollari (Greenwood et al., 2005). 
Se da un lato è la malaria a causare povertà, dall’altro la povertà 
aumenta il rischio di sviluppare la malaria. La mancanza di misure 
sanitarie adeguate, le scarse condizioni igienico-sanitarie e il 
mancato accesso a misure preventive, diagnostiche o 
terapeutiche aggravano la situazione. Se a questo si aggiunge 
l’insorgenza della resistenze del vettore agli insetticidi, e del 
parassita ai farmaci antimalarici, e la mancanza di un vaccino, il 
quadro generale si fa ancora più drammatico. 
 
 
 Il ciclo del parassita 
 
L’agente eziologico della malaria è il Plasmodium, un protozoo 
del Phylum Apicomplexa, il quale raggruppa tutti quegli 
organismi caratterizzati dalla presenza di un organello, addetto 
all’invasione, chiamato “complesso apicale”. Le specie 
responsabili della malaria nell’uomo sono Plasmodium 
falciparum, P. malariae, P. ovale e P. vivax. A queste si 
aggiunge Plasmodium knowlesi, parassita malarico dei primati, 
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che, oltre ad infettare le scimmie arboricole asiatiche, può 
infettare anche l’uomo, in cui in particolari condizioni può 
provocare un’infezione letale. 
Il ciclo vitale dei plasmodii si svolge all’interno di diversi tessuti 
di due differenti ospiti: un ospite intermedio (un vertebrato) e 
un ospite definitivo (una zanzara del genere Anopheles). Quando 
una zanzara infetta punge un individuo, essa inietta nel derma 
gli sporozoiti che, attraverso il torrente circolatorio, raggiungono 
il fegato e infettano gli epatociti, dove inizia il “ciclo 
schizogonico eso-eritrocitario” (P. vivax e ovale possono, qui, 
dar vita a forme silenti, chiamate ipnozoiti, responsabili delle 
recidive) (Krotoski et al., 1982). Durante il ciclo epatico, che ha 
la durata di 10-12 giorni, gli sporozoiti si sviluppano prima in 
trofozoita epatico e poi, attraverso una serie di suddivisioni 
nucleari, in schizonte, dal quale si libereranno centinaia di 
merozoiti. Uno o più merozoiti invadono un singolo eritrocita, 
dando avvio al “ciclo intra-eritrocitario”. Qui, il parassita passa 
attraverso uno stadio di trofozoita giovane, caratterizzato da una 
morfologia ad anello, e di trofozoita maturo, per poi formare 
uno schizonte, da cui si sviluppano fino a 32 merozoiti (per P. 
falciparum). Questi daranno luogo ad una rottura sincrona dei 
globuli rossi e, una volta immessi nel flusso sanguigno 
invaderanno nuovi eritrociti, dando inizio ad un altro ciclo di 
infezione.  
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Ad un certo punto, in risposta allo stress o a stimoli cellulari, 
alcuni parassiti si differenziano in forme pre-sessuate, chiamate 
gametociti femminili (macrogametociti) e gametociti maschili 
(microgametociti). I gametociti vengono prelevati dalle zanzare 
durante il pasto di sangue e, nel loro lume intestinale, danno 
origine, rispettivamente, ad un gamete femminile e otto gameti 
maschili mobili, che si uniscono a formare uno zigote, chiamato 
oocinete, unica cellula diploide del ciclo vitale del parassita. 
L’oocinete è in grado di penetrare la parete intestinale e di 
raggiungere la lamina basale, dove forma un’oocisti, che dà inizio 
ad una divisione meiotica e ad una serie di divisioni mitotiche da 
cui si sviluppano numerosi sporozoiti. Una volta maturi, gli 
sporozoiti rompono l’oocisti e si riversano nell’emocele 
dell’insetto, dove, grazie al movimento dell’emolinfa, raggiungono 
le ghiandole salivari, dove restano in attesa di essere inoculati 
nel nuovo ospite durante il successivo pasto di sangue. (fig. 1.1.2) 
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Figura 1.1.2 - Ciclo di Plasmodium falciparum  
(Dpdx-CDC Parasitology Diagnostic Web Site) 
 
 
 
 
 Gli stadi asessuati 
 
 
Nonostante sia un organismo unicellulare ed aploide, P. 
falciparum, è dotato di una strabiliante complessità, che si 
manifesta nei suoi molteplici cambiamenti morfologici. Ad ogni 
diverso stadio sono associate determinate specifiche funzioni. Il 
merozoita è lo stadio invasivo del parassita ed anche il più 
importante dal punto di visto immunologico, in quanto è l’unica 
forma che si trova, anche se solo per pochi secondi, libera 
nell’ambiente extracellulare, e quindi esposta al sistema 
immunitario dell’ospite.  Ha una  morfologia  ovoidale  e,  con  il  
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suo  diametro  di  soli  1.6 µm, rappresenta la forma più piccola 
del parassita. 
Ogni merozoita contiene al suo apice delle vescicole secretorie 
usate nell’invasione (roptrie, micronemi e granuli densi), e nel 
citoplasma numerosi ribosomi, un mitocondrio ed un plastide, 
mentre il nucleo è localizzato alla base. 
Durante l’invasione, gli organelli del complesso apicale secernono 
il loro contenuto all’esterno e partecipano all’adesione e 
penetrazione all’interno dell’eritrocita. Inoltre, in questa fase, si 
ha la formazione del vacuolo parassitoforo (VP), uno spazio tra 
parassita ed eritrocita, che crea il microambiente ideale per lo 
sviluppo del patogeno. La morfologia cellulare cambia e, da 
merozoita, il parassita si sviluppa in trofozoita ad anello. 
Dopo l’invasione, il parassita assume un aspetto discoidale piatto, 
in cui il citoplasma localizza perifericamente e accoglie tutti i 
principali organelli, mentre il nucleo e i compartimenti 
vescicolari, quali reticolo endoplasmatico (RE), liscio e rugoso, e 
un apparato di Golgi rudimentale, si distribuiscono al centro. 
A causa del sottile perimetro della cellula e della posizione del 
nucleo, questo stadio, quando colorato con Giemsa, assume una 
caratteristica forma ad anello,  da  cui prende il nome. Il parassita 
si nutre del citoplasma della cellula ospite (principalmente di 
emoglobina) grazie ai citostomi, strutture che si formano a partire 
da invaginazioni della membrana plasmatica e del vacuolo 
parassitoforo. Il meccanismo d’azione dei citostomi è un 
argomento ancora dibattuto: non è chiaro se essi siano strutture 
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endofitiche, dalle quali si dipartono vescicole contenenti piccole 
porzioni di citoplasma cellulare o se formino un canale di 
comunicazione diretto tra il vacuolo digestivo e il citoplasma 
dell’eritrocita (Lazarus et al., 2008). In realtà, sembra che il 
parassita usi anche altri modi per pinocitare l’emoglobina, tra 
cui alcuni meccanismi citostoma-indipendenti (Eshar et al., 
2011). L’emoglobina è necessaria sia come risorsa di 
amminoacidi sia per stabilizzare l’osmolarità e prevenire la lisi 
della cellula ospite (Lew et al., 2003). 
I derivati dell’eme, risultanti dal catabolismo dell’emoglobina, 
sono convertiti in cristalli di emozoina inerti, che si accumulano 
all’interno di vacuoli pigmentati. Man mano che il parassita 
cresce, si forma un unico pigmento, dal caratteristico colore 
giallo bruno, chiaramente visibile al microscopio ottico, 
permettendo una facile distinzione tra lo stadio di trofozoita ad 
anello e lo stadio di trofozoita maturo. 
Il trofozoita maturo altera la struttura dell’eritrocita: l’area 
occupata dal parassita aumenta, la superficie dell’eritrocita da 
liscia diventa frastagliata e si caratterizza di invaginazioni ed 
estroflessioni di membrana. L’apparato del Golgi si ingrandisce 
ed assume una struttura complessa, con cisterne tubulari e 
vescicole ben visibili. Questo partecipa al processo di 
esportazione delle proteine sulla membrana o nel citoplasma della 
cellula ospite. Anche il numero di ribosomi aumenta e il RE si 
allarga, denotando un incremento della sintesi proteica in generale. 
Inoltre, sulla membrana dell’eritrocita si osserva la formazione 
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dei cosiddetti “knobs”, strutture specializzate nell’adesione, 
responsabili del sequestro di trofozoiti e schizonti nell’endotelio 
dei vasi sanguigni. 
Lo schizonte è lo stadio addetto alla replicazione nucleare, in 
grado di dare origine fino a 32 nuovi merozoiti. L’ingestione del 
citoplasma della cellula ospite continua fino allo stadio di 
schizonte tardivo, portando ad una deplezione di circa il 75% 
dell’emoglobina totale (Rosenthal and Meshinck, 1996); 
contemporaneamente, cristalli di emozoina sono aggiunti al 
vacuolo digestivo, che si compatta in un’unica massa densa. La 
cellula continua ad ingrandirsi (più spazio è necessario ad 
accogliere i nuovi merozoiti), aumentano le proteine del 
parassita che vengono esportate nel citosol o sulla membrana 
della cellula ospite, tra cui quelle coinvolte nella formazione 
dei “knobs”. 
Alla fuoriuscita dallo schizonte, ogni merozoita potrà invadere 
un nuovo globulo rosso, dando avvio a un nuovo ciclo di 
infezione (Bannister et al., 2000), (fig. 1.1.3).
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Figura 1.1.3 - Citogenesi di Plasmodium falciparum 
 
 
P. falciparum in striscio di sangue colorato in Giemsa. Il numero in basso a 
destra in ogni immagine indica le ore (h) trascorse dall’invasione iniziale del 
merozoita. Da 6h a 22h: trofozoita ad anello. Da 26h a 30h: trofozoita maturo, 
l’emozoina è visibile come una massa scura. da 34h a 46h: schizonti. 48h: lo 
schizonte appena lisato rilascia i merozoiti (Dario Mendez, 2010). 
 
 
1.2 Cenni di patologia 
 
 
Tutti i sintomi clinici della malaria sono la conseguenza 
dell’infezione degli eritrociti umani. Se durante la prima fase del 
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ciclo (fase epatica e primi cicli intra-eritrocitari) l’infezione è 
totalmente asintomatica, dopo circa due settimane i diversi cicli 
schizogonici producono  una  carica parassitaria  tale da 
provocare il primo picco febbrile, che si ha in seguito alla 
rottura sincrona degli schizonti ed il successivo rilascio di 
merozoiti ed emozoina nel circolo sanguigno. La febbre si 
presenta con una frequenza che dipende dalla specie di 
plasmodio: 24 ore per P.knowlesi, 48 ore per P. falciparum, P. 
vivax e P. ovale (Terzana) e 72 ore per P. malariae (Quartana). 
La temperatura corporea si innalza fino ai 40-41 °C, portando 
talvolta a nausea e convulsioni (fig. 1.2). 
Oltre alle febbri intermittenti, anche stanchezza, brividi, mal di 
testa, dolori ossei e articolari caratterizzano questa prima fase 
della malattia. Le diverse specie si differenziano, inoltre, per la 
gravità della malattia che provocano: P. falciparum è 
sicuramente la specie associata alla sintomatologia più grave. I 
globuli rossi infettati con P. falciparum esprimono in superficie 
molecole che causano la citoaderenza sia degli eritrociti tra loro 
che degli eritrociti con l’endotelio dei capillari. Questa capacità, 
oltre ad una maggiore rigidità ed indeformabilità degli eritrociti 
infetti, può causare occlusione dei capillari e mancata 
irrorazione di organi e tessuti. Uno dei tessuti più colpiti da 
questo fenomeno è il tessuto cerebrale, probabilmente a causa 
dell’azione di citochine, prodotte in seguito all’infezione, che 
stimolano l’endotelio dei capillari cerebrali ad esporre in 
membrana molecole che legano gli eritrociti parassitati. Anche 
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l’anemia è una delle manifestazioni cliniche dei casi di malaria più 
gravi. Oltre ad essere causata dall’enorme quantità di eritrociti 
distrutti durante i cicli replicativi del parassita, sembra essere 
dovuta anche alla clearance di eritrociti non parassitati e al blocco 
dell’emopoiesi mediato da citochine (Halder et al., 2007). 
Quando l’infezione si cronicizza, una delle caratteristiche comuni 
è la splenomegalia, causata dall’enorme carico di lavoro che la 
milza deve adempire per l’eliminazione degli eritrociti parassitati. 
 
 
 
Figura 1.2- Picchi febbrili intermittenti provocati dalle differenti specie di 
plasmodio 
 
 
 
 
1.3 Diagnosi 
 
Una diagnosi precoce ed accurata è essenziale per la corretta 
gestione e l’efficace sorveglianza della patologia malarica. Spesso, 
soprattutto in Africa Sub-Sahariana, diagnosi errate o ritardate 
sono causa degli elevati indici di morbidità e mortalità registrati.  
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Secondo le linee guida dell’OMS, il “gold standard” della diagnosi 
è rappresentato dall’esame emoscopico supportato dal test rapido 
(RDT, rapid diagnostic test) (WHO, World malaria report 2017). 
 
 
 Diagnosi emoscopica 
 
La diagnosi microscopica di malaria è considerata il “gold 
standard” per l’identificazione dei parassiti malarici, garantendo la 
possibilità di distinguere tra specie, stadio di crescita, e severità 
della malattia tramite la valutazione morfologica e la 
quantificazione dei parassiti presenti nel sangue del paziente 
(WHO, malaria microscopy quality assurance manual, 2016). 
L’osservazione microscopica diretta viene effettuata allestendo un 
preparato emoscopico, goccia spessa o striscio sottile di sangue, 
prelevando una piccola quantità di sangue capillare, e opportuna 
colorazione in una soluzione di Giemsa. Per ogni paziente è 
consigliabile preparare almeno quattro vetrini, e contare fino a 500 
campi diversi. Sia con l’analisi della goccia spessa che con quella 
dello strisco sottile, la sensibilità e specificità sono molto elevate: 
con la prima preparazione è possibile osservare fino a 10 parassiti/ 
μl, ovvero 0,0001% di parassitemia, con la seconda, invece, fino a 
circa 500 parassiti/ μl, equivalenti allo 0,02% di parassitemia. 
Analizzando lo striscio sottile di sangue è possibile stabilire la 
specie di Plasmodio responsabile dell’infezione, eccezion fatta per 
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le infezioni mediate da P. knowlesi, non avendo questo 
caratteristiche morfologiche tali da poter essere identificato tramite 
emoscopia (Bronner et al., 2009). Inoltre, l’emoscopia rappresenta 
un utile supporto al monitoraggio della terapia, dando la 
possibilità, ogni 6-12 ore, di controllare i livelli di parassitemia 
fino alla completa clearance dei parassiti. La determinazione della 
parassitemia viene calcolata dividendo il numero di emazie 
parassitate per μl di sangue per il numero standard di globuli 
bianchi per μl di sangue (8000 wbc/μl). La parassitemia calcolata 
tramite l'osservazione della goccia spessa è espressa come numero 
di parassiti/μl di sangue, mentre la parassitemia ricavata da striscio 
sottile è espressa in percentuale (% dei globuli rossi parassitati), 
contando almeno 1000 globuli rossi.  
 
 Test diagnostici rapidi (RDTs, rapid 
diagnostic tests) 
 
I test diagnostici rapidi (RDTs) utilizzati nel riconoscimento 
dell’infezione malarica si basano sull’utilizzo di un saggio 
immuno-cromatografico per la ricerca di antigeni solubili tramite 
il legame ad un anticorpo monoclonale immobilizzato sulla 
membrana di riconoscimento (Moody et al., 2002). Gli RDTs 
furono sviluppati attorno alla metà degli anni ’90 (Palmer et al., 
1998), e ad oggi continuano ad essere raccomandati dall’OMS per 
la diagnosi di malaria prima di ricorrere al trattamento con ACT. I 
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più comuni RDTs utilizzati per il riconoscimento di infezioni 
malariche da P. falciparum si basano sull’identificazione della 
proteina HRP-2 (histidin-rich protein 2), espressa in modo 
specifico da questa specie di plasmodio. Altri RDTs si basano sul 
riconoscimento dell’enzima aldolasi genere specifica e sull’HRP-
2 per distinguere tra infezioni mediate o non mediate da P. 
falciparum (NOW®ICT (Binax, USA; ICT Malaria Pf/Pv, Amrad 
ICT, Australia). Gli RDTs basati sull’identificazione della lattato 
deidrogenasi del plasmodio (pLDH) permettono la distinzione tra 
infezioni da P. falciparum o da P. vivax. Nonostante siano 
disponibili in commercio test rapidi per il riconoscimento di 
infezioni da P. knowlesi (McCutchan et al., 2008), la maggior parte 
degli RDTs disponibili non permettono di differenziare tra 
infezioni da P. ovale, P. malariae e P. knowlesi (FIND-WHO, 
Malaria rapid diagnostic test performance, 2015-2016). La 
sensibilità nel riconoscimento di P. falciparum è del 99% con una 
parassitemia di circa lo 0,02% (∼1000 parassiti/μl), ma tende ad 
abbassarsi al diminuire  della parassitemia, tra 0,002% e 0,01% 
(100-500 parassiti/μl). Nel caso di infezioni da P. vivax, la 
specificità è pari all’85%. Rispetto ai test rapidi che si basano sul 
riconoscimento della proteina HRP-2, quelli che riconoscono 
l’enzima pLDH risultano meno sensibili (Murray et al., 2008). 
Nonostante l’emoscopia e i test diagnostici rapidi siano gli 
approcci diagnostici raccomantati dall’OMS per l’identificazione 
dell’infezione malarica, la biologia molecolare rappresenta un utile 
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supporto metodologico per la conferma di diagnosi, e in alcuni 
casi, una tecnica diagnostica addizionale. Attualmente, l’OMS 
identifica nei test di amplificazione degli acidi nucleici dei 
parassiti del genere Plasmodium strumenti validi per ricerche 
epidemiologiche o indagini che mappino infezioni sub-
microscopiche in aree a bassa trasmissione. 
 
 Diagnosi molecolare 
 
L’avvento di tecniche di biologia molecolare basate 
sull’amplificazione di specifiche regioni del DNA dei parassiti del 
genere Plasmodium attraverso la reazione di polimerizzazione a 
catena (Polymerase Chain Reaction, PCR) ha posto le basi per lo 
sviluppo di sempre più accurate e sensibili metodiche da impiegare 
nell’ambito della malariologia non solo per la diagnostica, ma 
soprattutto per indagini epidemiologiche. Attraverso l’impiego 
della PCR e della nested-PCR è possibile effettuare la diagnosi 
differenziale delle quattro specie di plasmodi umani (P. 
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale) amplificando il gene 
che codifica per la subunità 18S dell’RNA ribosomale (Snounou 
et al., 1993). L’elevata sensibilità e specificità, pari a circa  0.002 
parassiti/μl (Dormond et al., 2011), così come la facilità di 
interpretazione e riproducibilità dei risultati, rendono i metodi di 
biologia molecolare strumenti efficaci per la diagnosi di infezioni 
malariche sub-microscopiche, per la diagnosi di infezioni miste in 
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presenza di una specie prevalente, per l’identificazione di 
reinfezioni e recrudescenze dovute alla stessa specie plasmodiale, 
e per la caratterizzazione di ceppi plasmodiali farmaco-resistenti 
(Snounou et al., 1993; Ndao, 2009). 
 
 
1.4 Profilassi e terapia antimalarica  
 
 
La chemioprofilassi e la chemioterapia rimangono, a tutt’oggi, 
gli strumenti più efficaci per il contenimento della malaria nelle 
aree di intensa trasmissione, ma lo sviluppo di ceppi resistenti 
ai farmaci comunemente utilizzati, la mancanza di progressi nello 
sviluppo di vaccini e di nuovi farmaci a prezzi accessibili e la 
diffusione di vettori resistenti agli insetticidi, costituiscono le 
cause di un problema costante e riemergente. Il successo di una 
terapia si raggiunge attraverso la valutazione e la conoscenza 
delle modalità di interazione tra il farmaco, il parassita e l’ospite, 
fondamentali per l’evolversi della malattia. Si conosce una vasta 
gamma di farmaci utilizzabili per il trattamento della malaria che 
sono ascrivibili ad almeno 5 classi distinte che differiscono tra 
loro per il principio attivo utilizzato e/o per il meccanismo 
d’azione e molecole target. (Tabella 1). 
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Tabella 1- Classificazione di farmaci antimalarici 
 
 
 Chinolinici 
 
La somministrazione di clorochina è tuttora il trattamento di 
scelta contro P. vivax, P. ovale, P. malariae e per la malaria, ma 
non per P. falciparum, poiché questa specie è ormai resistente 
alla clorochina in tutte le aree endemiche. Tuttavia, anche in 
aree con un elevato livello di resistenza come l’Africa orientale, 
il farmaco è ancora presente nei mercati locali a causa del suo 
basso costo. Il meccanismo d’azione della clorochina è stato 
descritto solo di recente e consiste nel blocco del meccanismo di 
detossificazione dell’eme da parte del parassita. Durante lo 
sviluppo all’interno degli eritrociti, il plasmodio utilizza come 
fonte d’azoto la parte proteica dell’emoglobina, la cui grossa 
molecola viene pinocitata e degradata all’interno del vacuolo 
digestivo del parassita che trasforma l’eme, tossico per il 
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parassita, in emozoina. La resistenza dipende da un meccanismo 
che pompa il farmaco al di fuori del vacuolo digestivo e sembra 
essere legato a mutazioni nei geni Pfcrt e Pfmdr1 in P. falciparum 
(Warhurst et al., 2001; Fidock et al., 2000). La resistenza nei 
confronti di questo farmaco è comparsa già a partire dagli anni 
’50, al confine tra la Cambogia e la Tailandia, e si è diffusa in tutte 
le aree endemiche del Sud America e quasi in tutta l’Asia e 
l’Oceania entro la fine degli anni ’80. Stesso destino è spettato ai 
Paesi Africani, particolarmente all’Africa occidentale, dove la 
diffusione della resistenza alla clorochina ha determinato, negli 
ultimi anni, un notevole aumento dell’incidenza della morbilità 
e della mortalità, in particolar modo in paesi come il Senegal, 
il Ghana, il Camerun e il Mali. 
Il Chinino, in uso dal 1820, oltre a risultare di indubbia 
importanza nel trattamento delle forme resistenti ad altri 
farmaci, è ancora considerato indispensabile nella terapia 
delle forme gravi e complicate, data la sua rapida 
biodisponibilità, l’intensa azione schizonticida e la 
possibilità di essere somministrato per via parenterale o 
endovenosa. Nelle aree endemiche, dove circolano ceppi 
di plasmodio altamente resistenti alla maggior parte di 
farmaci antimalarici, l’aspettativa di guarigione è ora 
migliorata dall’impiego del protocollo terapeutico a base dei 
derivati dell’artemisinina. 
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 Antifolati 
 
Il principale farmaco di questa classe è il Fansidar, combinazione 
di sulfadossina, che interagisce con l’enzima diidropteroato sintasi 
(DHPS), e pirimetamina, inibitore della diidrofolato reduttasi 
(DHFR); questo farmaco è stato utilizzato per sostituire la 
clorochina come trattamento di prima linea della malaria da P. 
falciparum in molte regioni Africane (Eriksen et al, 2007). La 
resistenza a questo farmaco si è sviluppata molto precocemente. 
 
 Atovaquone 
 
Grazie alla sua somiglianza strutturale con il coenzima Q 
(ubiquinone), l’atovaquone interferisce con il trasferimento degli 
elettroni prodotti durante la sintesi delle pirimidine. Tale 
meccanismo d’azione si esplica attraverso l’inibizione della 
citocromo c reduttasi, un complesso enzimatico facente parte 
della catena di trasporto degli elettroni nei mitocondri. 
Anche per questo farmaco la resistenza, sviluppatasi 
rapidamente, è determinata dalla presenza di mutazioni nel gene 
che codifica per il citocromo b, uno dei componenti della 
citocromo c reduttasi. Per ovviare alla diffusione di questa 
resistenza, l’atovaquone viene utilizzato in associazione 
all’antifolato proguanil (Malarone) (Hyde et al., 2002), anche se 
l’uso è comunque limitato dall’elevato costo. 
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 Derivati dell’artemisinina 
 
L’artemisinina è un principio attivo estratto da una pianta cinese 
(Artemisia annua L.) usata da millenni per il trattamento delle 
febbri malariche. I derivati semi-sintetici dell’artemisinina 
(artemether, arteeter, artesunato) vengono tutti metabolizzati a 
di-idro-artemisinina (DHA), un principio attivo che agisce 
rapidamente contro gli stadi asessuati del parassita, impedendo 
il sequestramento del parassita nei capillari celebrali (Ridley et 
al., 2002). La molecola dell’artemisinina agisce sia sulla fase 
schizogonica che su quella gametocitica. L’OMS raccomanda 
l’uso di terapie combinate a base di artemisinina (ACTs) come 
prima linea di trattamento per casi di malaria non complicata da 
P. falciparum multifarmaco-resistente e attualmente le ACTs 
sono il trattamento di scelta nella maggioranza delle aree 
endemiche. 
Sfortunatamente, anche nei confronti di questa classe di farmaci 
il plasmodio sta sviluppando resistenza. 
Le prime evidenze dell’esistenza di fenotipi artemisinino-resistenti 
derivano da studi condotti in trials effettuati al confine tra 
Cambogia e Tailandia in cui si dimostra una diminuita sensibilità 
del parassita all’artemisinina (Noedl et al., 2008; Dondorp et al., 
2009). 
In seguito a questi studi l'OMS, in collaborazione con i 
programmi nazionali di controllo della malaria e diversi partner, 
ha avviato un progetto di contenimento (Global Plan for 
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Artemisinin Resistance Containment, GPARC) con l'obiettivo di 
arrestare la diffusione di parassiti artemisinino-resistenti 
attraverso l’eradicazione, in quest’area, dei ceppi di P. 
falciparum resistenti. Questo intervento radicale ha avuto 
un’importanza cruciale dal momento che ancora oggi non sono 
disponibili altri farmaci antimalarici che offrono la stessa 
efficacia e la tollerabilità dei derivati dell’artemisinina e non 
esistono alternative per l'immediato futuro. Nel 2014, la presenza 
di mutazioni nel gene k13-propeller è stata associata alla 
resistenza in vitro e in vivo all’artemisinina (Ariey et al.,2014). 
 
1.5 Resistenza ai farmaci antimalarici 
 
Uno dei maggiori ostacoli al controllo, al trattamento ed 
all’eliminazione della malaria è rappresentato dalla diffusione 
della farmacoresistenza di Plasmodium falciparum. La recente 
comparsa della resistenza all’artemisinina ed ai suoi derivati nel 
Sud-Est Asiatico pone una preoccupante minaccia per la salute 
globale, dal momento che ad oggi questa classe di farmaci 
rappresenta l’ultimo valido approccio terapeutico.  
La resistenza nei confronti dei primi farmaci antimalarici è emersa 
sin dai primi anni ’50, al confine tra la Cambogia e la Tailandia, 
diffondendosi poi in tutte le aree endemiche del Sud America, fino 
a raggiungere quasi tutta l’Asia, l’Oceania e l’Africa entro la fine 
degli anni ’80, contribuendo così a causare un aumento 
35  
 
INTRODUZIONE 
dell’incidenza della morbidità e mortalità infantile.  
La resistenza de-novo ai farmaci antimalarici si manifesta in 
seguito all’insorgenza di mutazioni spontanee o duplicazioni 
geniche che inducono prima una ridotta suscettibilità al farmaco, 
poi la completa tolleranza a questo. Per avere successo, le 
alterazioni geniche che conferiscono resistenza non dovrebbero 
influenzare in larga misura la fitness del parassita (White et al., 
2004; Barnes and White 2005). Le mutazioni legate alla 
farmacoresistenza possono insorgere a diversi livelli: all’interno 
dell’ospite definitivo (la zanzara, ovvero durante la fase sessuata 
del parassita), durante lo stadio epatico pre-eritrocitario, o durante 
lo stadio asessuato eritrocitario dell’ospite intermedio (l’uomo). 
Con maggiore probabilità, in condizione di elevata parassitemia, 
popolazioni clonali di parassiti resistenti emergono durante lo 
stadio asessuato del parassita in pazienti con concentrazioni sub-
terapeutiche di farmaco (Pongtavornpinyo et al., 2009).   
Nonostante l’Africa Sub-Sahariana rappresenti un’area ad alta 
trasmissione malarica, con un elevato numero di parassiti di 
Plasmodium falciparum circolanti ed un elevato numero di eventi 
genetici spontanei, la storia dimostra che la resistenza ai farmaci 
antimalarici è emersa e si è stabilita con maggiore successo nelle 
aree con livelli di trasmissione più bassi. In particolare, negli ultimi 
decenni, il Sud-Est Asiatico ha rappresentato la culla 
dell’insorgenza della farmacoresistenza a tutti i farmaci 
antimalarici: alla clorochina (Eyles et al., 1963; Young et al., 
1963), alla sulfadossina-pirimetamina (Hofler et al., 1980; 
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Hurwitz et al., 1981), alla meflochina (Boudreau et al., 1982; 
Smithuis et al., 1993), e più recentemente all’artemisinina (Noedl 
et al., 2008; Dondorp et al., 2009) e alla piperachina (Leang et al., 
2013; Saunders et al., 2014). 
Un’importante ragione di questo apparente freno all’insorgenza 
della resistenza in aree endemiche ad elevata trasmissione, risiede 
nell’immunità dell’ospite intermedio, la quale contribuisce alla 
clearance dei parassiti parzialmente resistenti, rendendo i soggetti 
infetti capaci di contenere l’infezione senza manifestarne i sintomi. 
In conseguenza all’asintomaticità dell’infezione, la pressione 
selettiva del farmaco viene diluita. Inoltre, in queste aree 
endemiche ad elevata trasmissione malarica, le infezioni sono di 
tipo poli-clonale. Nel vettore, durante le divisioni meiotiche,  si 
verificano ricombinazioni genetiche che risultano in una maggiore 
diversità clonale, la quale impedisce agli alleli mutati di essere 
fissati nella popolazione (Jiang et al., 2011; Takala-Harrison and 
Laufer, 2015).  
Al contrario, nelle aree a bassa trasmissione, dove le infezioni poli-
clonali sono rare, gli individui risultano meno pre-immuni, 
maggiormente inclini ad essere sintomatici, e di conseguenza, ad 
essere trattati con farmaci di probabile scarsa qualità, con 
trattamenti farmacologici incompleti o monoterapie. Nel Sud-Est 
Asiatico, le popolazioni plasmodiali sono altamente strutturate, 
omogenee, e soggette ad un alto numero di eventi di inbreeding 
(Miotto et al., 2013). Inoltre, disordini genetici eritrocitari, quali le 
emoglobinopatie e il difetto dell’enzima glucosio-6-fosfato 
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deidrogenasi, altamente prevalenti nelle popolazioni del Sud-Est 
Asiatico, potrebbero aver contribuito alla selezione di parassiti 
meno suscettibili allo stress ossidativo, un meccanismo patologico 
cellulare indotto da una vasta gamma di farmaci antimalarici negli 
eritrociti parassitati (Becker et al., 2004). 
I meccanismi di resistenza alle diverse classi di farmaci antimalarici 
sono simili a quelli per gli antibiotici o chemioterapici; una non 
adeguata somministrazione del farmaco, la scarsa qualità, l’utilizzo 
spesso disinformato ed estensivo dello stesso può favorire 
l’insorgenza di ceppi plasmodiali farmaco-resistenti. Nei primi anni 
’60, la pirimetamina e successivamente la clorochina venivano 
regolarmente aggiunti al sale da cucina come strategia preventiva 
antimalarica in Cambogia, producendo una massiva pressione 
selettiva a vantaggio di cloni plasmodiali farmaco resistenti 
(Verdrager et al., 1986).  
 
 Metodi di monitoraggio  
 
L’emergenza della resistenza legata ai farmaci antimalarici è un 
processo dinamico, in continua evoluzione.  Per limitare la 
diffusione e l’enorme impatto globale di questo fenomeno, è 
necessario effettuare una costante attività di sorveglianza della 
resistenza per garantire l’efficacia terapeutica dei farmaci 
correntemente utilizzati, ed essere così in grado di definire 
adeguate strategie di profilassi e di trattamento.  
Ad oggi, per effettuare il monitoraggio, esistono tre approcci, 
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diversi e complementari tra loro: studi in vivo di efficacia 
terapeutica (TES), saggi in vitro e/o ex vivo di suscettibilità ai 
farmaci, e saggi di biologia molecolare rivolti all’identificazione 
di mutazioni geniche e/o a variazioni nell’espressione di un gene. 
Gli studi di efficacia terapeutica rappresentano il gold standard per 
il monitoraggio della resistenza agli antimalarici: permettono di 
ottenere informazioni sull’efficacia del farmaco in esame 
direttamente sul paziente. Questi studi, tuttavia, sono di difficile 
realizzazione in quanto richiedono l’arruolamento di un elevato 
numero di persone che devono essere monitorate clinicamente ad 
intervalli di tempo regolari, condizione questa spesso complicata 
nei paesi endemici. Inoltre, i risultati del trattamento possono 
talvolta essere confusi da diversi fattori, come l'immunità 
acquisita, l'aderenza al trattamento, lo stato nutrizionale, la 
gravidanza e la farmacogenetica (Price et al., 2007). 
I saggi in vitro e/o ex vivo sono degli strumenti di ricerca che 
permettono di determinare la suscettibilità (degli isolati o ceppi) di 
P. falciparum ai farmaci antimalarici e in associazione ai risultati 
derivanti dagli studi clinici, forniscono informazioni di carattere 
fenotipico ed epidemiologico. Questo tipo di approccio richiede la 
messa in coltura degli isolati plasmodiali, siano essi collezionati da 
paziente (ex vivo), o ceppi di laboratorio adattati alla coltura (in 
vitro). La valutazione viene effettuata esponendo i parassiti a 
concentrazioni crescenti di farmaco, per un periodo di tempo 
relativamente breve, 48 ore. La suscettibilità viene espressa come 
concertazione inibente, IC50 o IC90, definita come la minima 
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concentrazione di farmaco necessaria ad inibire la crescita del 50 
o 90% della popolazione plasmodiale trattata rispetto ad un 
controllo non esposto al farmaco (Basco et al., 2007; Witkowski 
et al., 2013). Inoltre, i saggi in vitro contribuiscono ad identificare 
precocemente l’insorgenza di resistenza, così come risultano di 
particolare utilità nello sviluppo di nuovi farmaci e nella 
validazione di geni candidati ad essere impiegati come marcatori 
molecolari di farmaco resistenza. Il maggior vantaggio 
nell’utilizzo dei test di suscettibilità in vitro è rappresentato 
dall’affidabilità dei risultati calcolati, in quanto questi dipendono 
esclusivamente dalla risposta del parassita al farmaco, e non sono 
influenzati da fattori come l’immunità acquisita, la biodisponibilità 
o la farmacocinetica (basso assorbimento del farmaco o alterazioni 
metaboliche) (Woodrow et al., 2013). Tuttavia, anche per questo 
approccio, una delle limitazioni è rappresentata dall’impossibilità, 
per molti laboratori presenti in aree endemiche, di effettuare saggi 
di questo genere mancando spesso strutture, strumentazioni, 
personale specializzato e risorse adeguate. In aggiunta, per alcune 
classi di farmaci, i test in vitro classici possiedono una ridotta 
sensibilità nell’identificazione di parassiti resistenti: è questo il 
caso dei derivati dell’artemisinina, per cui è stato ideato il saggio 
RSA (ring-stage survival assay). In questo saggio i parassiti allo 
stadio di trofozoita ad anello, da 0 a 3 ore post-invasione, vengono 
esposti ad una concentrazione di 700 nM di diidroartemisinina per 
6 ore. Al termine di questo breve arco temporale, l’esposizione al 
farmaco viene interrotta, ed i parassiti vengono incubati a 37°C per 
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ulteriori 66 ore, al fine di valutare la sopravvivenza della 
popolazione plasmodiale trattata dopo 72 ore finali dall’inizio del 
saggio (Witkowski et al., 2013). 
I saggi di biologia molecolare hanno permesso una migliore 
comprensione dell’emergenza e della diffusione della resistenza 
legata ai farmaci antimalarici. Negli ultimi decenni, con questo 
approccio, sono stati descritti diversi patterns di resistenza adottati 
dai più utilizzati farmaci antimalarici: spesso questi sono correlati 
alla presenza di polimorfismi a singolo nucleotide (single 
nucleotide polymorphisms, SNPs) o ad un’alterata espressione dei 
geni che codificano per le proteine bersaglio (copy number 
variation, CNV) (Picot et al., 2009). Con l’approccio molecolare, 
sono stati sviluppati vari metodi per valutare la farmaco resistenza. 
Le prime ricerche effettuate hanno portato all’identificazione di 
due geni, Pfcrt (Plasmodium falciparum chloroquine-resistance 
transporter) e Pfmdr1 (Plasmodium falciparum multidrug 
resistance 1 gene), e alle corrispettive proteine coinvolte nel 
trasporto di membrana a livello del vacuolo digestivo di P. 
falciparum, correlate alla resistenza alla clorochina (Foote et al., 
1990; Fidock et al., 2000; Djimdé et al., 2001). La resistenza alla 
combinazione sulfadossina/pirimetamina è stata associata a 
mutazioni puntiformi nel gene Pfdhfr (Plasmodium 
falciparum dihydrofolate reductase) (Peterson et al., 1990; Reeder 
et al., 1996) e nel gene Pfdhps (Plasmodium falciparum 
dihydropteroate synthetase) (Wang et al., 1997), mentre mutazioni 
nel gene Pfmdr1 sono state associate alla resistenza alla 
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meflochina (Cowman et al., 1994; Price et al., 2004). SNPs nel 
gene Pfcytb (cytochrome b) di P.falciparum sono associati alla 
resistenza all’atovaquone (Korsinczky et al., 2000), e solo 
recentemente la resistenza alla piperachina è stata collegata ad 
un’alterata espressione dei geni plasmepsina II e III (Witkowski et 
al., 2017). Di recente identificazione è anche l’associazione di 
mutazioni puntiformi nel gene kelch propeller, localizzato sul 
cromosoma 13, alla ridotta suscettibilità di P.falciparum 
all’artemisinina. Nelle infezioni da P. falciparum è di notevole 
importanza la possibilità di poter distinguere tra eventi di 
“reinfezione” o di “recrudescenza”. Nell’attuale protocollo di 
valutazione di efficacia terapeutica, l’OMS raccomanda la 
sistematica genotipizzazione degli isolati plasmodiali responsabili 
dell’infezione tramite l’analisi di almeno tre geni polimorfici: 
msp1 (merozoite suface protein 1), msp2 (merozoite surface 
protein 2) e glurp (glutamate rich protein) (WHO, 2009). Profili 
genetici identici confermano eventi di recrudescenza, mentre 
profili differenti sono indicativi di re-infezioni. I risultati della 
genotipizzazione sono rilevati da un gel di agarosio, il che rende 
l’interpretazione del risultato soggetta alla qualità del gel stesso e 
all’esperienza del ricercatore (Mugittu et al., 2006). Inoltre, questo 
approccio risulta talvolta poco accurato nell’analisi di campioni 
provenienti da aree ad elevata trasmissione visto l’alta probabilità 
di incorrere in infezioni multi-clonali (Greenhouse et al., 2007). 
Per questa ragione, per distinguere tra recrudescenze e infezioni de 
novo, sono stati sviluppati altri metodi molecolari basati 
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sull’utilizzo di microsatelliti ed elettroforesi capillare (Falk et al., 
2006; Liljander et al., 2009). 
In conclusione, i saggi di biologia molecolare possono 
rappresentare una efficace strategia di sorveglianza globale della 
resistenza ai farmaci antimalarici considerando che, essendo più 
facilmente standardizzabili, permettono il confronto dei dati 
ottenuti in studi diversi e rappresentano, quindi, un’effettiva fonte 
di informazioni sullo sviluppo e la diffusione della 
farmacoresistenza nei plasmodi malarici.  
 
 Marcatori molecolari associati alla 
farmaco-resistenza 
 
Pfcrt, Plasmodium falciparum chloroquine-resistance 
transporter 
 
Il gene Pfcrt è localizzato sul cromosoma 7, e codifica per un 
proteina coinvolta nel trasporto di membrana a livello del vacuolo 
digestivo di P.falciparum. 
La mutazione al codone 76 (K → T), spesso associata a mutazioni 
non sinonime ai codoni 72, 74, o 75, è il primo mediatore di 
resistenza legata alla clorochina, indotta da un aumento 
dell’efflusso del farmaco dal vacuolo digestivo del parassita che 
ne impedisce l’interazione con il suo target (Sanchez et al., 2007). 
Esperimenti di laboratorio hanno dimostrato che mutazioni nel 
gene Pfcrt sono spesso associate ad una diminuita suscettibilità dei 
parassiti alla mono-desetil-amodiachina, MDA (SVMNT, 7G8 
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allele) e al chinino (Cooper et al., 2007; Tinto et al., 2008), e 
mediano, inoltre, un aumento della suscettibilità alla meflochina e 
all’artemisinina. In Africa, dove le mutazioni della Pfcrt erano 
fissate nella popolazione plasmodiale, è stato osservato un 
aumento della frequenza degli alleli wild type dopo la sospensione 
dell’utilizzo di clorochina come trattamento della malaria non 
complicata da P.falciparum (Laufer et al., 2006; Noranate et al., 
2007). In Sud America, dove l’aplotipo SVMNT non è fissato, la 
sostituzione amminoacidica di una cisteina in 
arginina (C → R) al codone 350 è responsabile sia dell’aumento 
della suscettibilità alla clorochina che della resistenza alla 
piperachina (Pelleau et al., 2015). 
 
Pfmdr1, Plasmodium falciparum multidrug resistance 1  
 
Il gene Pfmdr1 è localizzato sul cromosoma 5, e codifica per una 
proteina ABC, ATP-binding cassette, omologa della glicoproteina 
P. Il gene mdr1 si trova sulla membrana del vacuolo digestivo, ed 
è coinvolto nella modulazione della suscettibilità a diversi farmaci 
antimalarici e più in dettaglio all’efflusso di farmaci idrofobici 
come la meflochina e i derivati dell’artemisinina caratterizzati, 
nella loro struttura, dalla presenza di un legame endoperossido. 
(Duraisingh and Cowman, 2005). I meccanismi di resistenza sono 
associati a: 
i. Aumentato numero di copie del gene Pfmdr1, con 
conseguente aumentata espressione della proteina MDR, e 
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resistenza alla meflochina, lumefantrina, chinino e 
artemisininici (Cowman et al., 1994, Pickard et al., 2003; 
Price et al., 2004; Sidhu et al., 2006) 
ii. mutazioni ai codoni 86 (N → Y) e 1246 (D → Y), descritte 
in Africa, le quali mediano una ridotta suscettibilità alla 
clorochina e all’amodiachina, ma un aumento della 
sensibilità alla lumefantrina, alla meflochina e ai derivati 
dell’artemisinina (Duraisingh et al., 2000; Reed et al., 
2000; Mwai et al., 2009), o a mutazioni ai codoni 1043 (C 
→ S) e 1042 (N → D), osservate al di fuori del continente 
africano, che sono state associate con un’alterata 
senbibilità alla lumefantrina, meflochina e artemisinina 
(Reed et al., 2000; Pickard et al., 2003; Sidhu et al., 2005, 
2006). Effetti opposti sono stati descritti tra la clorochina 
e la meflochina: la mutazione N86Y diminuisce la 
suscettibilità alla clorochina, ma induce un aumento della 
sensibilità alla meflochina (Duraisingh and Cowman, 
2005). Similmente, un elevato numero di copie di Pfmdr1 
aumenta la resistenza alla meflochina, e la sensibilità alla 
clorochina e alla piperachina (Leang et al., 2013, 2015; 
Duru et al., 2015; Lim et al., 2015; Amaratunga et al., 
2016). 
 
 
Pfdhfr, Plasmodium falciparum dihydrofolate reductase 
 
Il gene è localizzato sul cromosoma 4, e codifica per un enzima 
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che è coinvolto nella via di sintesi dei folati (Foote and Cowmani, 
1994; Gregson and Plowe, 2005). L’enzima DHFR è il target dei 
farmaci antifolati come la pirimetamia e il proguanil 
(metabolizzato in vivo nella forma attiva cicloguanil). I farmaci 
antifolati agiscono inibendo l’attività dell’enzima DHFR, 
bloccando la sintesi della pirimidina e la replicazione del DNA del 
plasmodio (Hankins et al., 2001; Sibley et al., 2001). L’accumulo 
di diverse e specifiche mutazioni non sinonime nel gene Pfdhfr 
provoca un aumento degli indici di fallimento terapeutico, ed una 
ridotta suscettibilità in vitro alla pirimetamina (N51I, C59R, 
S108N e I164L) e al cicloguanil (A16V, S108T). 
 
Pfdhps, Plasmodium falciparum dihydrofolate synthase 
 
Localizzato sul cromosoma 8, il gene Pfdhps, codifica per l’enzima 
diidrofolato sintasi, un importante enzima specifico di 
P.falciparum, che catalizza la seguente reazione nella via 
biosintetica dei folati: acido p-amminobenzoico + 6-idrossimetil-
diidropteridina → acido diidropteroico (Triglia et al., 1994). La 
resistenza alla sulfadossina dipende dall’accumolo di specifiche 
mutazioni puntiformi nel gene Pfdhps ai codoni 436 (S → A), 437 
(K → G), 540 (K → E), 581 (A → G), 613 (A→ S/T) (Hyde et al., 
2002; Gregson and Plowe, 2005). La presenza di mutazioni nei 
geni Pfdhps e Pfdhfr è strettamente correlata ad un aumentato 
indice di fallimento terapeutico in pazienti trattati con la 
combinazione di sulfadossina-pirimetamina, ampiamente 
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utilizzata in Africa nella strategia di trattamento preventivo 
intermittente (IPTp) in donne in gravidanza (Kublin et al., 2002). 
Con maggiore frequenza, la combinazione dell’aplotipo doppio 
mutante A437G e K540E nel gene Pfdhps, con l’aplotipo triplo 
mutante N51I, C59R e S108N nel gene Pfdhfr è ampiamente 
diffusa nell’Africa  orientale con una frequenza uguale o maggiore 
del 70% (Pearce et al., 2009; Naidoo and Roper, 2010). 
 
Pfcytb, Plasmodium falciparum cytochrome b 
 
 Il gene Pfcytb localizza sul genoma mitocondriale di 
P.falciparum, e codifica per il complesso mitocondriale della 
citocromo bc1 coinvolto nel trasporto degli elettroni e 
nella sintesi dell’ATP; questo gene rappresenta il target 
dell’atovaquone (Fry and Pudney, 1992; Birth et al., 2014; Siregar 
et al., 2015). La presenza di mutazioni puntiformi al codone 268 
(Y → N/S/C) diminuisce significativamente la suscettibilità 
all’atovaquone (Korsinczky et al., 2000; Fivelman et al., 2002; 
Färnert et al., 2003) in combinazione con il proguanil (nome 
commerciale Malarone) correntemente utilizzato nel trattamento 
preventivo dei viaggiatori verso l’Africa (Kain et al., 2001). Le 
mutazioni al codone 268 sono state raramente descritte in isolati di 
campo, mentre sono spesso selezionate in pazienti che hanno 
mostrato un fallimento terapeutico con la combinazione di 
atovaquone-proguanil (Musset et al., 2007; Nuralitha et al., 2015). 
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Pfk13, Plasmodium falciparum kelch 13 
 
Studi di whole genome-sequencing (WGS) condotti su isolati 
cambogiani e su ceppi di laboratorio artemisinino-resistenti hanno 
permesso di determinare l’associazione della resistenza 
all’artemisinina a specifiche mutazioni nella proteina K13, 
appartenente alla super famiglia delle proteine Kelch. La proteina 
Kelch svolge un ampio numero di funzioni biologiche, una delle 
quali è facilitare la poli-ubiquitinazione, un processo biochimico 
che promuove la degradazione delle proteine all’interno del 
proteosoma (Dogovski et al., 2015; Mbengue et al., 2015). Nei 
parassiti con mutazioni a carico della proteina Kelch, è possibile 
osservare bassi livelli di proteine ubiquitinate (Dogovski et al., 
2015). In aggiunta, nei parassiti con la proteina Kelch mutata, la 
ridotta ubiquitinazione della fosfatidilinositolo-3-chinasi (PI3K) e 
del legame alla proteina Kelch, è responsabile della diminuita 
proteolisi della proteina e dell’aumento dei livelli di chinasi e del 
suo prodotto lipidico (PI3P, fosfatidilinositolo-3-fosfato). Elevati 
livelli di PI3P sono stati associati alla minore suscettibilità di 
parassiti di P.falciparum all’artemisinina (Mbengue et al., 2015).  
Ulteriori studi di WGS hanno permesso di associare la resistenza 
all’artemisinina a specifiche caratteristiche genetiche proprie delle 
popolazioni plasmodiali asiatiche (Miotto et al., 2015). 
Tutte le mutazioni osservate nel gene Pfk13 correlate alla 
resistenza all’artemisinina, sono mutazioni non sinonime e 
localizzano dopo il codone 440 nel dominio propeller del gene 
48  
 
INTRODUZIONE 
(k13-propeller) (Ariey et al., 2014; Straimer et al., 2015; Ménard 
et al., 2016). In Asia, è stata dimostrata la netta correlazione 
genetica tra la presenza di queste specifiche mutazioni all’intero 
del dominio propeller del gene k13 alla ridotta clearance dei 
parassiti di P. falciparum (emivita più lunga di 5 ore) (Ashley et 
al., 2014; Ariey et al., 2014; Mohon et al., 2014; Takala-Harrison 
et al., 2014; Miotto et al., 2015; Ménard et al., 2016). In Myanmar, 
tra le mutazioni osservate nel gene Pfk13, gli SNPs ai codoni 580 
(C → Y) e 476 (M → I), sono stati associati alla diminuita 
clearance dei parassiti di P.falciparum (Nyunt et al., 2015).  
Ad oggi, sono state descritte in tutto il mondo quasi 200 mutazioni 
a carico del gene k13. Nel Sud-Est Asiatico, le mutazioni ai codoni 
C580Y, R539T, Y493H e I543T sono largamente diffuse tra la 
Cambogia, il Vietnam e il Laos, mentre quelle ai codoni C580Y, 
F446L, N458Y, P574L e R561H caratterizzano l’area tra la 
Tailandia occidentale, il Myanmar e la Cina. In particolar modo, il 
cambiamento amminoacidico al codone 580 di una cisteina in 
tirosina è ampiamente diffuso in tutto il Sud-Est Asiatico. 
In Africa sono state osservate un’ampia gamma di mutazioni non 
sinonime, con frequenze molto basse, ma nessuna di queste è stata 
associata alla resistenza clinica all’artemisinina, accertata al terzo 
giorno di monoterapia con artesunato (Ménard et al., 2016). 
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1.6 Scopo della tesi 
 
La malaria rappresenta la più importante parassitosi umana, 
nonché un problema di salute pubblica mondiale. L’agente 
eziologico della malaria è il Plasmodium, protozoo del Phylum 
Apicomplexa. Cinque sono le specie di plasmodio patogene per 
l’uomo: Plasmodium falciparum, P. malariae, P. ovale, P. vivax e 
P. knowlesi. La prima, Plasmodium falciparum, è quella associata 
alla sintomatologia clinica più grave. Per più di 350 anni, il chinino 
è stato il farmaco di scelta per il trattamento della malaria, fino a 
quando la sua efficacia è stata intaccata dalla comparsa di molti 
ceppi di Plasmodium falciparum resistenti. Nel tempo diverse 
strategie terapeutiche si sono susseguite, ma l’insorgenza della 
farmaco-resistenza ne ha puntualmente minato la loro efficacia, 
rendendo di estrema urgenza la necessità di trovare una strategia 
farmacologica sostitutiva. L’ultima formulazione terapeutica 
introdotta, di accertata efficacia e sicurezza, è stata rappresentata 
dell’artemisinina, un sesquiterpene lattone estratto dalla pianta 
medicinale cinese Artemisia annua L., per il trattamento di pazienti 
con malaria non complicata da P. falciparum, somministrata in 
combinazione con un farmaco antimalarico partner (ACT, 
artemisinin-based combination therapy). Purtroppo, anche in 
questo caso, l’emergenza della resistenza all’artemisinina non ha 
tardato a fare la sua comparsa, sviluppandosi e diffondendosi in 
molte zone del Sud-Est Asiatico. L’estensione geografica del 
50  
 
INTRODUZIONE 
problema potrebbe rapidamente ampliarsi e comportare 
conseguenze importanti per la salute pubblica mondiale. Grazie ad 
uno studio pubblicato nel 2014, Ariey et al., hanno identificato 
diverse mutazioni nel gene k13 di P. falciparum associate alla 
resistenza a questo farmaco, rendendo disponibile, per la prima 
volta nella lunga lotta alla malaria, un marcatore molecolare utile 
a tener traccia della comparsa e diffusione della resistenza 
all’artemisinina prima che questa si diffonda in altre aree ad 
endemia malarica, come è storicamente accaduto per le diverse 
strategie terapeutiche adottate. Ad oggi, non esiste un farmaco 
antimalarico alternativo con lo stesso livello di efficacia e 
tollerabilità dell’ACT; è per questa ragione che il principale 
obiettivo di numerosi gruppi di ricerca è quello di effettuare un 
regolare e costante monitoraggio della resistenza legata 
all’artemisinina e agli altri farmaci antimalarici, al fine di fornire 
adeguate politiche farmacologiche di trattamento e profilassi 
antimalarica. Lo scopo di questa tesi è dunque stato quello di 
svolgere un’attività di sorveglianza molecolare della resistenza 
associata ai derivati sintetici dell’artemisinina [diidroartemisinina 
(DHA), artesunato e artemether] e di altri farmaci antimalarici 
utilizzati come partner nella terapia combinata a base di 
artemisinina in isolati di Plasmodium falciparum provenienti da 
diverse aree endemiche africane. 
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2 MATERIALI E METODI 
 
2.1 Campioni Biologici 
 
I campioni biologici utilizzati nella presente tesi sono stati ottenuti 
da pazienti con infezione malarica da P. falciparum 
microscopicamente diagnosticata, non trattati con farmaci 
antimalarici, e provenienti da quattro diverse aree endemiche 
dell’Africa Sub-Sahariana: Camerun, Eritrea, Botswana e Guinea 
Conakry. La realizzazione di questo studio multicentrico è stata 
possibile grazie alla collaborazione dei diversi partners coinvolti. 
Il sangue del paziente è stato prelevato tramite puntura del 
polpastrello, e raccolto su carta da filtro in triplicato. I campioni 
raccolti sono stati adeguatamente mantenuti in bustine di plastica 
ed opportunamente conservati fino al loro processamento. La 
raccolta dei campioni di sangue è stata effettuata dopo aver 
ottenuto il consenso informato da parte del paziente o del tutore 
legale, e le rispettive approvazioni dei diversi comitati etici per 
ogni paese coinvolto. Per ognuno dei campioni raccolti sono state 
svolte analisi di biologia molecolare tramite estrazione del DNA 
totale del parassita, utilizzando appositi Kit di estrazione secondo 
le istruzioni del produttore. I dettagli relativi ad area e modalità di 
campionamento per i quattro siti di studio analizzati saranno 
descritti nel paragrafo dei risultati, ritenendo questa 
organizzazione strutturale più adeguata alla migliore 
comprensione dei risultati ottenuti per ciascun paese.  
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2.2 Estrazione del DNA plasmodiale 
 
Il DNA totale degli isolati clinici di P. falciparum è stato estratto 
da campioni di sangue raccolti su tre dischetti di carta da filtro da 
3 mm ciascuno. La procedura di estrazione del DNA è stata 
realizzata attraverso l’utilizzo del Kit PureLink Genomic DNA 
dell’Invitrogen, che si basa sull’impiego di specifiche colonnine di 
estrazione, come descritto nel protocollo “Blood Spots” 
consigliato dalla ditta produttrice. Brevemente, i dischetti vengono 
tagliati in piccoli pezzi e trasferiti all’interno di una provetta 
eppendorf a cui vengono aggiunti 180 µl di tampone di digestione 
e 20 µl di proteinasi K per la digestione delle proteine; la miscela 
viene incubata per 30 minuti a 55 °C, ed in seguito, vengono 
aggiunti 200 µl di buffer di lisi e 200 µl di etanolo per favorire la 
liberazione del DNA ed il suo legame alla membrana della 
colonnina di estrazione nella quale viene trasferita. Dopo due 
lavaggi con 500 µl di specifici tamponi, il DNA totale del parassita 
viene eluito in 150 µl di buffer di eluizione, poi adeguatamente 
conservato a -20°C. Per l’estrazione di DNA dei campioni eritrei è 
stato utilizzato il Kit QIAmp della Qiagen, che sfrutta allo stesso 
modo l’utilizzo di specifiche colonnine per l’estrazione di DNA. 
 
 
53  
 
MATERIALI E METODI 
2.3 Tecniche di analisi 
 
Le tecniche di biologia molecolare maggiormente utilizzate in 
questo lavoro di tesi per la diagnosi molecolare di specie, la 
genotipizzazione degli isolati e l’amplificazione dei geni marcatori 
di farmaco-resistenza in P. falciparum sono state la PCR, la 
nested-PCR, la Real-time (RT)- PCR, e la PET-RT-PCR, descritte 
di seguito. 
 PCR 
 
La PCR, polymerase chain reaction, è una tecnica biomolecolare 
messa a punto nel 1986 (Mullis et al., 1986) che permette 
l’amplificazione esponenziale in vitro di sequenze di acidi 
nucleici, tipicamente dalle 200 alle 1200 coppie di basi. È un 
processo innescato dalla presenza di una coppia di primers, le cui 
sequenze possono essere progettate ex-novo o rintracciate in rete 
tramite pubblicazioni scientifiche o banche dati. La reazione di 
PCR è un processo ciclico caratterizzato dalla fase di 
denaturazione del DNA durante la quale i filamenti di DNA a 
doppia elica si separano in filamenti singoli in seguito ad un 
aumento di temperatura fino a 94 °C, dall’appaiamento dei primers 
oligonucleotidici complementari all’estremità 3’ della sequenza da 
amplificare ai filamenti a singola elica del DNA stampo, e dalla 
sintesi dei nuovi filamenti di DNA operata dall’enzima DNA 
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polimerasi in direzione 5’ ad una temperatura intorno ai 70 °C 
(Innis et al., 1990). 
 
 
Fig 2.3- Rappresentazione schematica del processo di PCR 
 
I prodotti di amplificazione vengono visualizzati su un gel di 
agarosio (dall’ 1,5% al 3%) colorato con Bromuro di Etidio o Gel 
Red, e valutate in base all’amplificazione del DNA di controllo.  
 
 Nested PCR 
 
La nested-PCR è una tecnica di biologia molecolare bastata su due 
reazioni di amplificazione consecutive: la seconda amplificazione 
è effettuata mediante l’utilizzo di una coppia di primers che 
riconosce e lega una regione del DNA target più interna rispetto a 
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quella riconosciuta dai primers della prima reazione di 
amplificazione. La nested-PCR permette di ottenere una maggiore 
specificità e/o sensibilità rispetto alla singola reazione della prima 
PCR. Nella nested, un’aliquota di prodotto della PCR viene 
utilizzato come stampo per la seconda reazione (Fig.2.3.1); se il 
prodotto della prima amplificazione fosse apsecifico, è 
improbabile che questo venga amplificato nella nested-PCR.  
 
 
Fig 2.3.1 - Rappresentazione schematica del processo di nested-PCR 
 
 Real-Time PCR 
 
La real-time PCR (RT-PCR) è una tecnica di biologia molecolare 
di tipo quantitativo che permette, in tempo reale, la valutazione 
della concentrazione di DNA ad ogni ciclo di amplificazione. 
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Come accade durante una classica PCR, il DNA stampo viene 
amplificato ad opera di una DNA-polimerasi. In questo caso però, 
il segnale di amplificazione registrato è quello emesso da molecole 
fluorescenti, chiamate fluorofori, che legano il DNA ad ogni ciclo 
di amplificazione. I fluorofori possono essere intercalanti del 
DNA, oppure marcatori di sonde oligonucleotidiche 
complementari a specifiche sequenze. I fluorofori emettono un 
segnale soltanto quando sono incorporati nei filamenti di DNA 
neosintetizzati. Il fluoroforo più utilizzato è il SYBER®Green, 
ovvero un intercalante del DNA che assorbe luce blu ad una 
lunghezza d’onda pari a 488nm, ed emette luce verde ad una 
lunghezza d’onda di 522 nm. Nella fase di denaturazione, questa 
molecola si trova libera nella miscela di reazione; nella fase di 
appaiamento si posiziona randomicamente nel solco minore del 
DNA, e solo durante la fase di elongazione il SYBER Green si 
intercala nella neo sintetizzata sequenza di DNA, e dopo essere 
stata eccitata, emette fluorescenza proporzionale alla quantità di 
DNA prodotta. 
Le sonde oligonucleotidiche utilizzate nelle reazioni RT-PCR sono 
tipicamente di due tipi: idrolitiche e di ibridazione. Entrambe 
permettono di rilevare un segnale fluorescente soltanto quando si 
appaiano alla sequenza bersaglio. Le sonde idrolitiche sono 
caratterizzate dalla presenza, sulla stessa sequenza ma ad estremità 
opposte, di una fluoroforo ad alta energia, definito “reporter”, e di 
un inibitore di fluorescenza definito “quencher”. Quando la sonda 
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si appaia alla sequenza di DNA bersaglio, il quencher è 
sufficientemente vicino al fluoroforo da bloccarne l’emissione di 
fluorescenza. Ad ogni ciclo di amplificazione, la DNA-polimerasi 
idrolizza la sonda liberando il reporter nella miscela di reazione; 
allontanandosi dall’inibitore, il reporter emetterà un segnale di 
fluorescenza. L’attività delle sonde idrolitiche è dunque 
dipendente dall’azione dell’enzima Taq DNA-polimerasi, tanto da 
essere definite sonde TaqMan (Fig. 2.3.2). 
 
 
Fig 2.3.2 - Sonda idrolitica TaqMan 
 
Le sonde ad ibridazione, di cui la FRET è la più comunemente 
utilizzata, sono caratterizzate dalla presenza di una coppia di 
oligonucleotidi che si ibridano specificamente alla sequenza 
bersaglio. La sonda FRET sfrutta il trasferimento di energia per 
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risonanza. In questo caso, l’eccitazione di un fluoroforo donatore 
induce il trasferimento di energia ad un fluoroforo accettore.  
Qualunque sia la sonda utilizzata, il risultato dell’amplificazione 
di RT-PCR viene valutato in base alla curva di amplificazione 
corrispondente all’intensità di fluorescenza in funzione dei cicli di 
PCR. Il segnale di fluorescenza (RFU, unità relativa di 
fluorescenza) è rilevato da un sistema ottico, ed è proporzionale 
alla quantità di prodotto amplificato. Dopo i primi cicli di 
amplificazione, la fluorescenza supera un livello di soglia 
arbitrario (threshold) e inizia ad aumentare esponenzialmente. 
Quando la curva di amplificazione incontra la linea di soglia, si 
definisce il Ct (cycle threshold), ovvero il ciclo della reazione in 
cui il segnale di fluorescenza del campione incontra la linea di 
threshold. Il Ct di ogni campione è inversamente proporzionale 
alla quantità di DNA iniziale: maggiore è il Ct, minore è la quantità 
del materiale di partenza, e di conseguenza maggiori saranno i cicli 
di PCR necessari a raggiungere il livello soglia. La curva di 
amplificazione ha un andamento sigmoidale caratterizzato da una 
fase esponenziale, una lineare e una di plateau in cui termina 
l’amplificazione e la fluorescenza si stabilizza ad un valore di 
regime (Fig. 2.3.3).  
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Fig. 2.3.3- curva di amplificazione RT-PCR 
 
 PET-RT-PCR 
 
La PET-RT-PCR, photo-induced electron transfer-RT-PCR, è una 
variante della classica PCR, e viene impiegata nel riconoscimento 
del genere e delle specie di plasmodio (Lucchi et al., 2013) che 
mediano l’infezione malarica. Rispetto alla classica, la PET-PCR 
è una tecnica robusta, economica e rapida: è una reazione 
multiplex, quindi permette la valutazione contemporanea del 
genere e della specie di plasmodio infettante in una singola 
reazione di amplificazione.  Nel caso di un’infezione da P. 
falciparum, la PET-PCR rileva fino a 3,2 parassiti per μl, 5 
parassiti per μl per infezioni mediate da P. vivax, 5,8 e 3,5 parassiti 
per μl per infezioni da P. ovale e P. malariae rispettivamente. La 
miscela di reazione prevede l’utilizzo di primers modificati 
all’estremità 5’ della loro sequenza. L’estremità 5’ di uno dei 
primers è caratterizzata dall’aggiunta di una coda 
oligonucleotidica di 17 basi marcata specificamente con un 
fluoroforo, HEX o FAM. In assenza di amplificazione, questa coda 
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oligonucleotidica forma un anello che rimane in una 
conformazione chiusa, senza emettere fluorescenza a causa 
dell’effetto di quenching mediato dalla stretta vicinanza di quattro 
basi di deossiguanosina, tramite il meccanismo di trasferimento 
elettronico foto-indotto (PET) (Fig.2.3.5, 1A). In seguito al legame 
del primer alla sequenza di DNA target, e alla successiva 
amplificazione dell’acido nucleico, la coda oligonucleotidica ad 
anello si apre, promuovendo un aumento di fluorescenza dovuta 
all’allontanamento dei residui di guanosina (effetto de-quenching) 
(Fig. 2.3.5, 1B). 
 
 
Fig. 2.3.5 – struttura primer PET-PCR 
 
 
 
 
1A 
 
 
1B 
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2.4 Protocolli 
 
 Diagnosi molecolare di infezione da 
Plasmodium e identificazione di specie 
 
L’identificazione molecolare della specie plasmodiale 
responsabile dell’infezione malarica è stata effettuata seguendo i 
protocolli diagnostici descritti in Snounou et al., 1993, tramite le 
tecniche di PCR e nested-PCR. Per ciascuna specie, P. falciparum, 
P. vivax, P. malariae e P. ovale, sono stati utilizzati adeguati 
controlli positivi di DNA genomico e un controllo negativo di 
acqua sterile di doppia distillazione. La PCR e la nested-PCR sono 
state eseguite utilizzando il Kit Econo Taq® plus Green 2x Master 
Mix della Lucigen secondo le istruzioni del produttore. Le 
sequenze dei primers genere specifici utilizzati nella PCR, e quelle 
dei primers utilizzati nella nested-PCR sono descritti di seguito in 
tabella 2.4.1. I prodotti di amplificazione sono stati verificati 
mediante elettroforesi su gel di agarosio 2% con bromuro di etidio 
e visualizzato con luce UV. La miscela di reazione di PCR genere-
specifica è composta da 10 μl di DNA genomico, 0,1 μl di primer 
reverse, 0,1 μl di primer forward e 12,5 μl di buffer portati a 
volume finale di 25 μl con 2,3 μl di acqua sterile di doppia 
distillazione. Il programma impostato nel termociclatore è stato il 
seguente: 
- Amplificazione a 94 °C per un minuto 
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- Appaiamento a 58 °C per due minuti 
- Polimerizzazione a 72 °C per due minuti 
Il ciclo è stato ripetuto per 40 cicli. 
Nella miscela di reazione nested-PCR specie-specifica sono stati 
aggiunti 5 μl di prodotto di PCR, 0,1 μl di primer reverse, 0,1 μl di 
primer forward e 12,5 μl di buffer portati a volume finale di 25 μl 
con 7.3 μl di acqua sterile di doppia distillazione. Il programma 
impostato nel termociclatore è stato il seguente: 
- Amplificazione a 94 °C per 30 secondi 
- Appaiamento a 58 °C per 45 secondi 
- Polimerizzazione a 72 °C per un minuto 
Il ciclo è stato ripetuto per 40 cicli. 
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Tabella 2.4.1- Sequenze primers diagnosi molecolare (Snounou et al., 1993)  
 
I prodotti di amplificazione sono stati verificati mediante 
elettroforesi su gel di agarosio 2% con bromuro di etidio e 
visualizzato con luce UV. 
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2.4.1.1 Preparazione gel di agarosio 
 
I prodotti di nested-PCR sono stati separati mediante una corsa 
elettroforetica su gel di agarosio al 2 % in una soluzione tampone 
TAE (Tris-Acetato in EDTA) 1X e bromuro di etidio. 
L’elettroforesi è stata effettuata a 70 V e le bande sono state 
osservate ponendo il gel su un transilluminatore a luce UV. La 
dimensione di ciascun frammento è stata determinata riferendosi 
al marcatore Gel-ReadyTM 100 bp DNA Ladder della Lucigen. 
 
 Diagnosi molecolare in PET-RT-PCR 
 
La miscela di reazione è composta da 2 μl di DNA genomico, 0,5 
μl di primer forward genere specifico, 0,5 μl di primer reverse-
FAM genere specifico,  0,5 μl di primer reverse-HEX specie 
specifico (P. falciparum), 0,5 μl di primer forward specie specifico 
(P. falciparum),  e 10 μl di buffer ABI TaqMan Environmental 
Master Mix 2.0 (Applied BioSystem) portati a volume finale di 20 
μl con 6,25 μl di acqua sterile di doppia distillazione. Il programma 
impostato nel termociclatore è stato il seguente: 
- Amplificazione a 95 °C per 20 secondi 
- Appaiamento a 63 °C per 40 secondi 
- Polimerizzazione a 72 °C per 30 secondi 
Il ciclo è stato ripetuto per 45 cicli. 
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Per l’analisi dei risultati, qualsiasi campione con un valore di Ct 
uguale o inferiore a 40 è stato considerato positivo. 
 
 
 
Tabella 2.4.2- sequenze primers PET-RT-PCR 
 
 Genotipizzazione 
 
Per identificare la presenza di infezioni sostenute da più cloni di P. 
falciparum, è stato analizzato il gene polimorfico Pfmsp1 
(Plasmodium falciparum merozoite surface protein-1), e le 
rispettive sottofamiglie alleliche K1, MAD20 e RO33, come 
descritto in Soulama et al., 2009, tramite PCR e visualizzazione 
dei prodotti di amplificazione su gel di agarosio. Per ognuna delle 
tre sottofamiglie alleliche è stato utilizzato un appropriato ceppo 
di controllo, rispettivamente 3D7, HB3 e RO33. La presenza di una 
singola banda risultante dall’amplificazione delle varie 
sottofamiglie alleliche è considerata come infezione determinata 
* La coda oligonucleotidica (sottolineata) è attaccata al 5’ della sequenza; 
questa non mostra alcuna omologia con le sequenze di  Plasmodium spp. 
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da un singolo clone. Le infezioni policlonali sono definite in base 
alla positività di più di una sottofamiglia allelica per ogni singolo 
isolato, o dalla presenza, in un isolato, di bande multiple in una o 
più famiglie alleliche. Attraverso i risultati ottenuti tramite la 
genotipizzazione, è possibile calcolare la MOI, ovvero la 
molteplicità d’infezione. 
 
2.4.3.1 Calcolo della Molteplicità di Infezione (MOI) 
 
La molteplicità di infezione (MOI) rappresenta il numero di cloni 
di plasmodio co-infettanti un singolo ospite. Nelle aree ad endemia 
malarica, il calcolo della MOI è utilizzato come indicatore dei 
livelli di trasmissione (Arnot, 1998; Babiker et al.,1999). La MOI 
viene calcolata dividendo il numero totale di alleli osservati in un 
marcatore molecolare (Pfmsp1, Pfmsp2 o Pfglurp) per il numero 
totale di campioni positivi per lo stesso marcatore. La media della 
MOI è calcolata dividendo il numero totale di alleli identificati in 
tutti i marcatori per il numero totale di campioni positivi per tutti i 
marcatori molecolari analizzati.  
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 Amplificazione del gene Pfk13 
 
Per l’analisi del gene Pfk13 e l’identificazione di eventuali 
mutazioni puntiformi nel dominio propeller del gene, 
rappresentato in figura 2.4.4, è stata amplificata tramite PCR la 
regione genica compresa tra il codone 427 e il codone 690 descritto 
in Taylor et al., 2015, come è riportato di seguito. A 10 µl di 
ciascun campione di DNA estratto, sono stati addizionati 40 µl di 
una miscela di reazione composta da: 25 µl di buffer Econo Taq® 
plus Green 2x Master Mix della Lucigen, 0,2 µl di primer forward 
e 0,2 µl di primer reverse, portati a volume con 14,6 µl di acqua 
sterile doppio distillata. Il programma di amplificazione utilizzato 
prevedeva 40 cicli alle seguenti temperature: 1 minuto 94 °C, 1 
minuto a 60°C e 2 minuti a 72 °C. I prodotti di amplificazione sono 
stati verificati mediante elettroforesi su gel di agarosio 2% con 
bromuro di etidio e visualizzato con luce UV. La presenza di 
eventuali mutazioni nel gene Pfk13 è stata valutata tramite il 
sequenziamento con metodo di Sanger presso la Eurofins 
Genomics (Germania), e l’analisi delle sequenze risultanti tramite 
l’utilizzo del programma dedicato DSgene 1.5 (Accelrys, Inc). 
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Fig. 2.4.4- Rappresentazione schematica gene Pfk13 
 
 
 Amplificazione del gene Pfmdr1 
 
Il gene Pfmdr1 è stato amplificato tramite PCR al fine di valutare 
e identificare la presenza di mutazioni puntiformi, come descritto 
in Duraisingh et al., 2000 e Menegon et al., 2009. I prodotti di 
amplificazione sono stati verificati mediante elettroforesi su gel di 
agarosio 2% con bromuro di etidio e visualizzato con luce UV. La 
presenza di eventuali mutazioni nel gene Pfk13 è stata valutata 
tramite il sequenziamento col metodo di Sanger presso la Eurofins 
Genomics (Germania), e l’analisi delle sequenze risultanti tramite 
l’utilizzo del programma dedicato DSgene 1.5 (Accelrys, Inc). 
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 Determinazione del numero di copie del 
gene Pfmdr1 
 
Il numero di copie del gene Pfmdr1 è stato determinato tramite la 
tecnica di RT-PCR,  valutando il rapporto tra i risultati ottenuti per 
l’mdr1 e quelli ottenuti per il gene housekeeping β-tubulina di P. 
falciparum, utilizzando il Software LightCycler 480 della Roche. 
I primers utilizzati sono stati ottenuti da Price et al., 2004. Il 
volume finale di reazione è stato di 20 μl, di cui 10 μl di Master 
Mix LightCycler 480 (Roche Diagnostic), 300 nM di primer 
forward e 300nM di primer reverse, 100nM di sonda e 2-3 μl di 
DNA. Il programma impostato nel termociclatore è stato il 
seguente: 10 minuti a 95°C; 45 cicli composti da10 secondi a 95 
°C, 20 secondi a 55 °C e 5 secondi a 72 °C. In ciascun esperimento 
sono stati utilizzati due diversi controlli di DNA provenienti da 
ceppi di laboratorio: il 3D7, con una sola copia del gene Pfmdr1, e 
il Dd2 con 3 copie del gene. Ogni campione è stato testato in 
triplicato ed il numero di copie (CNV, copy number variation) del 
gene mdr1 è stato calcolato basandosi sul modello comparativo del 
ΔΔCt di Livak e Schmittgen, 2001, come descritto riportato di 
seguito:  
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CNV= 2- ΔΔCt 
ΔΔCt= ΔCt(campione) – ΔCt(calibratore) 
ΔCt(campione) = [Ct(Pfmdr1) – Ct(Pf β-tubulina)]campione 
ΔCt(calibratore) = [Ct(Pfmdr1) – Ct(Pf β-tubulina)]calibratore 
Modello comparativo del ΔΔCt di Livak e Schmittgen, 2001 
 
Il risultato ottenuto quantifica l’incremento (o decremento) del 
gene mdr1 nel campione in analisi relativo al campione calibratore 
rispetto all’espressione del gene housekeeping di riferimento 
(Livak et al., 2001). Il valore di 1,6 è stato definito il cut-off per 
determinare un numero di copie del gene maggiore di 1. 
 
 Determinazione del numero di copie del 
gene Pfpm2 
 
La valutazione del numero di copie del gene Pfpm2 è stata 
effettuata tramite un saggio PET-RT-PCR, utilizzando il gene Pfβ-
tubulina come gene di riferimento. I primers specifici per il legame 
al gene Pfpm2, e quelli specifici per la Pfβ-tubulina sono stati 
precedentemente descritti da Witkowski et al., 2017. I primers 
reverse per entrambi i geni sono stati modificati con l’aggiunta 
71  
 
MATERIALI E METODI 
della coda oligonucleotidica PET marcata rispettivamente con la 
sonda FAM per la Pfpm2, e la sonda HEX per la Pfβ-tubulina come 
descritto in Lucchi et al., 2013. La miscela di reazione è stata 
condotta in 20 μl contenenti 2X TaqMan Environmental Master 
Mix 2.0 (Applied Bio Systems), 0,5μM di ciascun primer, forward 
e reverse per la Pfpm2, 0,25uM per i primers della Pfβ-tubulina e 
3μl di DNA. Il programma di amplificazione è stato impostato con 
le seguenti temperature: 95°C per 15 minuti; 95°C per 15 secondi, 
58°C per 1 minuto, e 72°C per 20 secondi ripetuto per 45 cicli. 
Tutti i campioni sono stati saggiati in triplicato utilizzando il 
termociclatore Agilent Mx3005pro (Agilent technologies, Santa 
Clara, CA, USA). Il numero di copie del gene Pfpm2 è stato 
determinato con il metodo comparativo del ΔΔCt (CNV= 2- ΔΔCt) 
usando il ceppo di laboratorio 3D7 come calibratore, poichè questo 
possiede una singola copia del gene Pfpm2.  
 
 Determinazione della delezione dei geni 
Pfhrp2 e 3 
 
Al fine di determinare l’eventuale delezione dei geni Pfhrp2 e 3, 
la cui struttura è rappresentata in figura 2.4.9 (Akinyi Okoth et al., 
2015), sono state effettuate delle amplificazioni di PCR utilizzando 
i primers forward F1 (5’-CAAAAGGACTTAATT-
TAAATAAGAG-3′) e reverse R1(5’-
AATAAATTTAATGGCGTAGGCA-3′) per il gene Pfhrp2, e i 
primers forward F1 (5′-AATGCAAAAGGACTTAATTC-3)  e 
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reverse R1 (5′-TGGTGTAAGTGATGCGTAGT-3′) per il gene 
Pfhrp3, come descritto da Baker et al.,2005. La miscela di 
reazione, di volume finale di 20 μl, è stata così composta: 3 μl di 
DNA per ciascun campione analizzato, 10 μl of EconoTaq® PLUS 
2× Master (Lucigen Corporation WI, USA) 10 e 0,5 μM di ciascun 
primer. I ceppi di laboratori 3D7, Dd2 e HB3, rispettivamente 
wild-type, deleto per Pfhrp2 e deleto per Pfhrp3, sono stati 
utilizzati come controlli. Il programma di amplificazione è stato 
impostato con le seguenti temperature: 94 °C per 50 secondi, 50 
°C per 50 secondi e 72 °C per 1 minuto, per 50 cicli di 
amplificazione. I prodotti di amplificazione sono stati analizzati su 
gel di agarosio al 2% e visualizzati con un transilluminatore a UV. 
La dimensione di ciascun frammento è stata determinata 
riferendosi al marcatore Gel-ReadyTM 100 bp DNA Ladder della 
Lucigen. 
 
Fig. 2.4.9- Rappresentazione schematica geni Pfhrp2 e 3 (Akinyi Okoth et 
al., 2015) 
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2.5 Sequenziamento del DNA 
 
 Sequenziamento tramite metodo di Sanger 
 
Messo a punto nel 1977, il sequenziamento di Sanger con 
deossinucleoterminatori è un metodo di terminazione enzimatica 
parziale che permette di determinare l’ordine dei nucleotidi che 
compongono una sequenza di DNA. Il principio alla base di questa 
metodica prevede l’utilizzo di nucleotidi artificiali che inducono il 
blocco della reazione di sintesi del DNA in fase di elongazione. Il 
sequenziamento comincia con una fase di denaturazione del DNA 
target al fine di ottenere la separazione dei due singoli filamenti 
della molecola input. Successivamente, si verifica l’appaiamento 
di un primer complementare e l’elongazione della catena di DNA 
catalizzata dalla presenza della DNA-polimerasi e dei quattro 
deossinuclotidi (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Alla miscela di 
reazione vengono inoltre aggiunti, in quantità stechiometricamente 
inferiore rispetto ai dNTPs, i nucleotidi artificiali definiti 
dideossinucleotidi (ddNTPs), marcati con un fluoroforo e 
caratterizzati all’estremità 3’ dalla mancanza del gruppo ossidrile 
–OH (fig. 2.12.1). I ddNTPs possono essere incorporati nel 
filamento di DNA sintetizzato esattamente come i dNTPs, ma 
essendo privi del gruppo –OH causano la terminazione del 
filamento di DNA in fase di sintesi non fornendo il sito di legame 
fosfodiesterico per il dNTP successivo. Ogni qual volta che un 
ddNTP viene incorporato dalla DNA-polimerasi nel filamento di 
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nuova sintesi avviene la terminazione della catena. I frammenti 
così generati vengono fatti correre su un gel di poliacrilammide e 
visualizzati per audioradiografia. Per almeno un ventennio il 
metodo di Sanger ha rappresentato il gold standard del 
sequenziamento genomico fornendo le basi per lo sviluppo di 
quello automatico (Smith et al., 1986; Ansorge et al., 1987).   
 
 
 
 
 
Fig. 2.12.1- Struttura di un ddNTP e di un dNTP 
 
 
 Next generation sequencing 
 
Con l’introduzione di tecniche ad elevata produttività (high-
throughput) sono aumentate le strategie di analisi degli acidi 
nucleici. Con il termine high-throughput si intende la capacità di 
sequenziare contemporaneamente numerosissimi frammenti di 
DNA; l’ambito della genomica che più di altri ha beneficiato di 
           dideossinucleotide (ddNTP)                      deossinucleotide (dNTP) 
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questa  tecnologia è il sequenziamento di nuova generazione, o 
next generation sequencing (NGS). L’introduzione delle 
piattaforme NGS ha aperto grandi prospettive nell’ambito del 
sequenziamento de-novo, nell’analisi di SNPs, di siti di 
metilazione e editing, e di siti di legame DNA-proteine o RNA-
proteine, poiché sono caratterizzate dall’elevata processività, 
accuratezza dei dati di sequenza e costi di analisi ridotti rispetto 
alle metodiche più classiche, come il sequenziamento con il 
metodo di Sanger. Il sequenziamento di nuova generazione è stato 
impiegato per l’identificazione della diversità genetica e 
dell’evoluzione di patogeni, e, in particolare, per lo studio della 
resistenza legata ai farmaci antimalarici (Rao et al., 2016). Il NGS 
consente di analizzare una specifica regione del genoma con un 
intervallo di confidenza molto elevato, di identificare infezioni 
miste e di rilevare polimorfismi con frequenze alleliche minori 
(minor allele frequency, MAF) fino all'1% (Flaherty et al., 2012; 
Pulido-Tamayo et al., 2015), mentre con il metodo di 
sequenziamento Sanger la rilevazione del MAF è limitata al 15-
30% (Tsiatis et al., 2010). Questo limite non permette spesso di 
ottenere una reale immagine del numero di popolazioni clonali che 
mediano un’infezione malarica. Esistono diversi sistemi NGS, tutti 
caratterizzati da quattro fasi fondamentali: la costituzione della 
“library” di DNA, la reazione di amplificazione, il 
sequenziamento, e l’analisi bioinformatica. Oltre a piattaforme 
come l’HiSeq 2500 di Illumina, o il Solid 5500 W con output 
elevati (fino a 600 Gb) normalmente impiegati nei sequenziamenti 
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di interi genomi, sono disponibili sul mercato sistemi più contenuti 
come il Personal Genome Machiner (PGM, Life Tecnhologies) e 
il MiSeq di Illumina con output da 2 a 15 Gb, estremamente 
versatili per molte applicazioni. La piattaforma MiSeq rappresenta 
una delle ultime novità dei sistemi Illumina, e consente di ottenere 
una notevole quantità di risultati in brevissimo tempo. La 
tecnologia alla base della piattaforma si avvale del sequenziamento 
per sintesi utilizzando dNTPs (deossinucleotidi trifostato) marcati 
con quattro diversi fluorofori. Nella prima fase, il DNA target 
viene frammentato, e all’estremità di ciascun frammento vengono 
attaccati degli adattatori (brevi sequenze oligonucleotidiche), 
necessari per la fase di amplificazione. Una volta denaturati, i 
frammenti di DNA si legano tramite gli adattatori alla superficie 
della “flow-cell”, ovvero un vetrino composto da otto lanes 
indipendenti sul quale avvengono tutte le reazioni del processo. 
L’estremità libera di ciascun frammento si lega all’oligonucleotide 
complementare presente sulla superficie della flow-cell creando 
una caratteristica struttura “a ponte” che dà inizio 
all’amplificazione dei frammenti di DNA. Attraverso il processo 
di amplificazione, definito bridge amplification (PCR a ponte) 
(Adessi et al., 2000; Fedurco et al., 2006), ogni frammento viene 
clonato generando fino a 1000 copie identiche di DNA, 
organizzate in cluster sulla flow-cell. A questo punto gli ampliconi 
generati vengono denaturati e linearizzati, e un primer funge da 
innesco per la reazione di sequenziamento. Oltre alla DNA-
polimerasi, alla reazione vengono aggiunti i quattro dNTPs 
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adeguatamente marcati con un fluoroforo e un gruppo terminatore 
all’estremità 3’, in modo che quest’ultimo impedisca, ad ogni ciclo 
di sequenziamento, l’aggiunta di più di un nucleotide per volta. Ad 
ogni ciclo, l’eccitazione con un laser del fluoroforo adeso al dNTP, 
e la successiva emissione di fluorescenza, ne permette 
l’identificazione; quindi, il gruppo terminatore e il gruppo 
fluorescente vengono rimossi, in maniera che sia consentito 
l’appaiamento e il successivo sequenziamento della base 
successiva. L’intero processo è rappresentato in figura 2.12 
(llumina sequencing protocol). 
 
Fig. 2.12- Rappresentazione schematica NGS (Illumina sequencing 
protocol) 
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Protocollo: 
Le diverse fasi operative che compongo il protocollo di 
sequenziamento NGS sono schematizzate in figura 2.13, come 
descritto in Talundzic et al., 2018.  
 
Fig. 2.13- Rappresentazione schematica del protocollo NGS (Talundzic et 
al., 2018) 
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I campioni sono stati amplificati per l’intera lunghezza dei 6 geni 
legati alla resistenza ai farmaci antimalarici: Pfk13, Pfmdr1, Pfcrt, 
Pfdhps, Pfdhfr e Pfcytb, utilzzando il Kit High Fidelity PCR della 
New England BioLabs (NEB) in un volume di reazione finale di 
50 μl. Per la preparazione della library, i prodotti di amplificazione 
di ognuno dei sei geni, sono stati purificati per rimuovere l’eccesso 
dei primers e di altri reagenti di PCR, e normalizzati da 1 a 2 ng/l. 
Successivamente, sono stati raggruppati (pooled) 10 μl di ogni 
amplicone utilizzando il Kit SequalPrep della ThermoFisher 
Scientific. Alla miscela di reazione sono stati poi aggiunti gli 
adattatori tramite il Kit Illumina Nextera XT. Questo step genera 
delle sequenze uniche, identificabili con uno specifico ID per ogni 
campione e per tutti i geni. Sono stati selezionati soltanto i prodotti 
di PCR di dimensioni uguali o maggiori a 300 coppie di basi, 
normalizzati e purificati con l’ausilio di sfere magnetiche 
Agentcourt Ampure XP (Beckman Coulter Genomics). Al termine 
di questi passaggi, sono stati prelevati 5 μl di ciascuna library e 
uniti in un pool, e di questo 10 μl sono stati denaturati con 
l’aggiunta di 10 μl di NaOH 0,2 N  e caricati su una singola flow-
cell MiSeq (Illumina) insieme ad una libreria di controllo (PhiX 
Control, Illumina). Le sequenze dei primers e i programmi di 
amplificazione sono specificati nel protocollo allegato 
nell’appendice tecnica, e come descritto in Talundzic et al., 2018.  
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L’analisi bioinformatica dei risultati di sequenziamento è stata 
effettuata utilizzando il software Geneious R10, con parametri e 
algoritmi ottimizzati per l’analisi. L’ottimizzazione di questi 
parametri ha permesso la creazione della pipeline “MaRS”, 
Malaria Resistance Surveillance, standardizzata e di libero accesso 
(open-source) per l’analisi dei geni utilizzati come marcatori di 
resistenza ai farmaci antimalarici, come descritto in Talundzic et 
al., 2018.  
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3 RISULTATI 
 
3.1 Camerun 
 
In Camerun, paese dell’Africa centrale, Plasmodium falciparum è 
ampiamente considerato responsabile della quasi totalità dei casi 
di malaria registrati (WHO, world malaria report, 2017). 
Recentemente sono stati riportati studi condotti in Camerun 
descrittivi di casi di infezioni malariche mediate da P. vivax tra 
pazienti asintomatici (Ngassa Mbenda et al., 2014; Russo et al., 
2017). Secondo l’OMS, soltanto l’8% dei casi di malaria stimati a 
livello mondiale è mediato da P. vivax, e di questi, una percentuale 
inferiore al 50% si registra nel continente africano, in particolar 
modo in Etiopia  (WHO, world malaria report, 2017). Rispetto a 
P. falciparum, P. vivax possiede un’ampia distribuzione 
geografica. Ciò potrebbe dipendere dalla capacità di P. vivax di 
riprodursi e diffondersi nel vettore in condizioni climatiche meno 
favorevoli, in termini di temperatura, rispetto a P. falciparum. 
Inoltre, P. vivax è in grado di sopravvivere per lunghi periodi in 
forma di ipnozoite nell’uomo, rappresentando un possibile 
serbatoio di infezione e un’evidente ostacolo all’eradicazione della 
malaria da P. vivax (Baird  et al., 2007; White et al., 2011). Lo 
scopo del lavoro condotto in Camerun è stato quello di valutare le 
specie di plasmodio circolanti, e di condurre una sorveglianza 
molecolare della resistenza legata ai farmaci antimalarici per tutti 
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i ceppi di P.falciparum tramite un approccio di biologia 
molecolare. 
 
 Area e modalità di campionamento  
 
Lo studio è stato condotto in tre diverse aree del Camerun: nel 
distretto sanitario di Santchou (SHD), nel distretto sanitario di 
Dschang (DHD), e in quello di Kyé-ossi Ambam (AHD) (figura 
3.1.1). Il villaggio di Santchou è un’area rurale ad ovest del 
Camerun (5°15’N; 9° 50’ E) e si trova ad un’altitudine di 750 metri 
all’interno della vasta pianura di Mbo, il cui paesaggio è 
caratterizzato da una savana arbustiva. La temperatura media 
annuale è di 28 ± 3°C, con escursioni termiche giornaliere fino a 
10°C (Tchuinnkam et al., 2010).  Il censimento del 2016 contava 
una popolazione di 25.500 abitanti. Vista la maggiore accessibilità, 
il Santchou District Hospital e il Santchou Presbyterian Hospital 
sono stati scelti come centri clinici di arruolamento dei pazienti 
selezionati a partecipare allo studio. Il distretto di Dschang è il 
capoluogo di Menoua, nella regione occidentale del Camerun. La 
città, a 5 ° 27'N, 10 ° 04'E, si trova ad un'altitudine di 1400 metri, 
con una temperatura media annua di 20,5 ± 6 ° C. Le quattro 
stagioni si possono distinguere in stagione secca principale (da 
novembre a metà marzo), la breve stagione delle piogge (da metà 
marzo a maggio), la breve stagione secca (da giugno a luglio) e la 
stagione delle piogge principale (da agosto a ottobre) (Tchuinnkam 
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et al., 2010). Il District Hospital di Dschang è stato scelto come 
struttura sanitaria di riferimento per la raccolta dei campioni. 
Infine, il centro clinico di Ambam (Ambam Health District) è stato 
identificato come il centro di raccolta campioni del comune di 
Kyé-ossi, a sud del  Camerun. Kyé-ossi rappresenta il punto di 
confine tra il Camerun, la Guinea Equatoriale e il Gabon, e per 
questo un’area di estremo interesse per il monitoraggio delle specie 
di plasmodio circolanti. Nel censimento del 2016 è stata stimata 
una popolazione di 26.102 abitanti. Per la raccolta dei campioni da 
includere nello studio sono state scelte due strutture sanitarie, il 
“Medicalized Health Center” e la clinica “Yola Canaan” di Kyé-
ossi.  I campioni sono stati raccolti da pazienti ambulatoriali 
febbrili (37.5 °C o più) recatisi negli ospedali identificati come 
centri di arruolamento, durante un periodo di 6 mesi, da aprile a 
settembre 2017. 
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  Fig.3.1.1- Siti di campionamento in Camerun 
 
 Risultati della diagnosi 
 
L’identificazione delle specie di plasmodio circolanti in Camerun 
è ottenuta tramite diagnosi molecolare sulla base del protocollo 
nested-PCR descritto da Snounou et al., 1993. Per un totale di 605 
campioni raccolti, di cui 501 al nord del Camerun, tra i distretti 
sanitari di Dschang e Santchou, e 104 nel distretto sanitario di Kyé-
ossi al sud del paese, il 50.6% (n=153/302) dei campioni risultati 
positivi alla diagnosi molecolare del genere Plasmodium è stato 
dovuto all’infezione da P. falciparum, il 59.3% (n=179/302) è 
dovuto all’infezione da P. vivax, e il 3% (n=11/302) circa 
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all’infezione da P. malariae, mentre nessun campione ha mostrato 
positività per P. ovale. La restante parte dei campioni analizzati, 
303, sono risultati negativi. Dei 153 campioni positivi per P. 
falciparum, 124 provenivano dai distretti a nord del paese e 29 dal 
villaggio di Kyé-ossi; delle 179 infezioni mediate da P. vivax 177 
sono state identificate in campioni  provenienti dal distretto di 
Dschang e soltanto 2, lievemente positivi, dal distretto sanitario di 
Kyé-ossi. 36 sono state le co-infezioni P. falciparum/P. vivax in 
campioni raccolti al nord del Camerun. Degli 11 campioni positivi 
per P. malariae, di cui 2 con doppia infezione P. malariae /P. 
falciparum e 3 con doppia infezione P. malariae/P. vivax, 6 
provenivano dal distretto di Dschang e 5 da Kyé-ossi. In totale, la 
proporzione delle infezioni mediate da P. falciparum è stata del 
25.3%, 29.6% è stata la percentuale delle infezioni mediate da P. 
vivax, e dell’1.8% quelle da P. malariae.  
 
 Risultati della genotipizzazione 
 
L'amplificazione del gene Pfmsp1 è stata eseguita su un 
sottogruppo rappresentativo di 61 campioni di P. falciparum in cui 
sono state osservate tutte le tre sottofamiglie alleliche di msp1: K1, 
MAD20 e RO33. La sottofamiglia K1 è stata riscontrata in tutti i 
61 campioni analizzati mentre RO33 e MAD20 sono state 
osservate rispettivamente in 58 e in 27 campioni. Tra gli isolati 
analizzati, il 43% (26/61) era caratterizzato da genotipi misti 
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appartenenti a tutte le tre sottofamiglie alleliche. Inoltre, 32 
campioni (52%) hanno mostrato positività per le due sottofamiglie 
alleliche K1 e RO33 del gene polimorfico msp1, e il 2% per le 
sottofamiglie K1 e MAD20. Infine il 3% degli isolati analizzati ha 
mostrato positività per la sola sottofamiglia allelica K1. Circa il 
40%  dei campioni (24/61) ha mostrato, per la stessa famiglia 
allelica, varianti alleliche multiple: 22 campioni erano 
caratterizzati da 2 varianti, e 2 campioni da 3 varianti, per un totale 
di 172 varianti alleliche osservate in 61 campioni (figura 3.1.3). La 
molteplicità di infezione (MOI) è risultata uguale a 2,82.  
 
 
Fig. 3.1.3- MOI  e rispettive varianti alleliche osservate in 61 campioni. 
 
 
 Risultati del sequenziamento NGS 
 
Per i 116 campioni positivi all’infezione da P. falciparum, 
osservata tramite diagnosi molecolare, è stato applicato il 
protocollo MaRS presso il CDC (Centre for Disease Control and 
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Prevention) di Atlanta, USA. Per ognuno di questi campioni, 
collezionati su carta da filtro, è stato nuovamente estratto il DNA 
del parassita tramite l’utilizzo del Kit QIAmp DNA Blood della 
Qiagen, secondo le istruzioni del produttore. Per confermare la 
positività per P. falciparum è stata effettuata una PET-RT-PCR 
diagnostica. Per l’amplificazione dell’intera lunghezza dei sei geni 
(crt, mdr1, k13, dhps, dhfr e cytb) utilizzati come marcatori 
molecolari di farmaco-resistenza in P. falciparum, sono state 
utilizzate condizioni di reazioni leggermente modificate: una più 
lunga denaturazione (98° C per 3 minuti) e temperature di 
elongazione inferiori (65° C). La “read depth coverage”, 
letteralmente la profondità di lettura, è un misura di ridondanza 
identificativa del numero di volte in cui un nucleotide è stato letto: 
all’aumentare della coverage aumenta l’intervallo di confidenza 
del risultato del sequenziamento. Sono stati considerati tutti i 
polimorfismi con una coverage minima di 35. Per ognuno dei sei 
geni analizzati la coverage è risultata non uniforme, come è 
mostrato in figura 3.1.2; per i polimorfismi dei geni Pfcrt e Pfmdr1 
è stata osservata una coverage più bassa rispetto ai geni Pfk13, 
Pfdhps, Pfdhfr e Pfcytb. 
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Fig. 3.1.2- Ready depth coverage per gli SNPs associati alla farmaco-
resistenza in P. falciparum 
I loci di ogni SNP sono mostrati sull’asse delle x; sull’asse delle y è indicato 
l’intervallo di confidenza, “ready depth”, del sequenziamento. In rosso è 
rappresentato il gene Pfcytb, in blu il gene Pfcrt, in verde il gene Pfdhfr, in giallo 
il gene Pfdhps, in violetto il gene Pfk13 e in arancione il gene Pfmdr1. 
 
 SNPs nei marcatori molecolari di farmaco-
resistenza 
 
SNPs noti 
Tra tutti i 116 campioni positivi per P.falciparum, sono stati 
osservati un totale di 408 polimorfismi in 86 isolati, relativi a 50 
differenti codoni nei sei geni utilizzati come marcatori molecolari 
89  
 
RISULTATI 
di resistenza ai farmaci antimalarici; di questi SNPs, il 5.9% 
(24/408) è stato identificato come allele minore, ovvero con una 
frequenza allelica uguale o inferiore al 50%, mentre il 94.1% 
(384/408) è stato osservato come allele maggiore, ovvero con una 
frequenza allelica superiore al 50%, come mostrato in figura 3.1.4.  
    Nel gene Pfcrt, marcatore molecolare della resistenza alla 
clorochina, i polimorfismi M74I, N75E e K76T sono stati osservati 
in un solo campione su 116 analizzati (0.8%), mentre la mutazione 
C72S non è mai stata osservata. La mutazione al codone 220 
(AS), la mutazione Q271E, e la I356T sono state identificate in 
un solo campione ciascuno, mentre gli SNPs V73V, N326S e 
C350S non sono mai stati osservarti in nessuno dei 116 campioni 
analizzati. Tutti i polimorfismi descritti sono stati identificati come 
alleli maggiori, ovvero con una frequenza allelica (f.a.) > del 50% 
(figura 3.1.4.a). 
    Nel gene Pfmdr1, il cambiamento amminoacidico al codone 86 
(NY) è stato osservato in 7 campioni di 116 (6%); la mutazione 
Y184F in 49 campioni di 116 sequenziati (42%). Ai codoni 1034, 
1246 e 1042, le mutazioni rispettivamente SC, DY e ND, 
non sono state identificate in nessuno dei 116 campioni. I 
polimorfismi N86Y e Y184F sono stati trovati rispettivamente in 
2 e 3 campioni come alleli minori; nei restanti campioni con le 
suddette mutazioni sono state osservate frequenze alleliche 
superiori al 50% (figura 3.1.4.a). 
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    I polimorfismi N51I, C59R e S108N nel gene Pfdhfr, associati 
alla resistenza alla pirimetamina, sono stati riscontrati in 77 
campioni (66.4%) su 116; di questi gli SNPs N51I e C59R, 
rispettivamente in 1 e 2 campioni, sono stati identificati come alleli 
minori (f.a. tra il 33 e il 50%), mentre i restanti polimorfismi sono 
stati osservati come alleli maggiori (f.a compresa tra l’81 e il 
100%) (figura 3.1.4.a). 
    Parallelamente, nel gene Pfdhps associato alla resistenza alla 
sulfadossina, il polimorfismo S436A è stato osservato in 40 
campioni su 116, di cui 4 come alleli minori (f.a. compresa tra l’8 
e il 40%), il A437G in 68 campioni, di cui 5 con frequenze alleliche 
comprese tra il 21 e il 50% (alleli minori) il K540E in 2 isolati 
entrambi come allele minore (f.a. compresa tra l’11 e il 22%), il 
A581G in 11 campioni, di cui 2 come alleli minori (f.a. del 14 e 
19%), e il polimorfismo A631S in 16 osservato come allele minore 
in 3 isolati (f.a. tra il 16 e 27%). Nessuno dei 116 campioni 
analizzati ha mostrato mutazioni ai codoni 436 (SF) e 
631(AT) (figura 3.1.4.a). 
    Per il gene Pfcytb, associato alla resistenza all’atovaquone-
proguanil, e il gene Pfk13, marcatore molecolare di resistenza 
all’artemisinina, non sono stati osservati polimorfismi noti (figura 
3.1.4.a). 
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Fig. 3.1.4.a - SNPs noti nei 6 marcatori molecolari di resistenza antimalarica. 
Il grafico mostra le frequenze alleliche degli SNPs identificati nell’intera 
lunghezza dei 6 geni marcatori molecolari di resistenza ai farmaci antimalarici. 
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Sull'asse delle x sono rappresentate le frequenze alleliche (%). A sinistra dell’asse 
delle y sono elencati gli SNPs noti (forma wt- codone- forma mutata) nei 6 geni 
associati a farmaco-resistenza, e a destra dello stesso asse il numero totale di 
campioni; l’aplotipo wild-type è rappresentato in azzurro, gli SNPs con frequenze 
alleliche inferiori al 50% in verde, e in rosa sono rappresentati gli alleli maggiori 
(f.a. > del 50%).  
 
Nuove mutazioni, sinonime e non sinonime, sono state identificate 
nei geni Pfcytb, Pfdhfr, Pfdhps, Pfmdr1 e Pfk13.  
- Pfcytb: la mutazione sinonima I247I è stata identificata in 
un solo campione con una frequenza allelica del 19% 
(allele minore) (figura 3.1.4, b). 
- Pfdhfr: la mutazione non sinonima S22Y è stata osservata 
in un solo campione con una frequenza allelica del 28% 
(allele minore) (figura 3.1.4.b). 
- Pfdhps: sono state identificate tre mutazioni sinonime, la 
A437A in 6 campioni con una frequenza allelica del 
100%, la mutazione K142K in 14 isolati di cui solo uno 
come allele minore (f.a. del 25%) e la mutazione T348T in 
un isolato con una frequenza allelica del 22%; in 22 isolati, 
di cui 3 come alleli minori (f.a. tra il 13 e il 48%) è stata 
osservata la mutazione non sinonima al codone I431V 
(figura 3.1.4.b). 
- Pfmdr1: 14 polimorfismi sinonimi, A840A, D719D, 
E160E, E738E, F1226F, G102G, K757K, L1297L, 
S966S, S974S, T1069T, T230T e T816T sono stati 
93  
 
RISULTATI 
osservati in 27 campioni, di cui 6 come alleli minori (f.a. 
compresa tra 30 e 47%), e  11 polimorfismi non sinonimi, 
A1321D, D642N, D650N, F938Y, G968A, K34R, 
N504K, N652D, R137I, T496I e Y491F in 20 campioni; 9 
di questi polimorfismi sono stati rilevati in diversi 
campioni come alleli minori (f.a. tra 16 e 35%) (figura 
3.1.4.b). 
- Pfk13: un totale di 10 polimorfismi, 3 sinonimi e 7 non 
sinonimi, sono stati identificati in questo gene: A617A, 
A627A, C469C, K189N, K189T, L258M, N217H, 
R255K, T149S e T573S. il polimorfismo K189T è stato 
osservato in  27 campioni, il K189N in 2, il L258M in 1, 
il N217H in 3, i polimorfismi A617A, A627A, C469C 
ciascuno in 3 isolati diversi, il polimorfismo R255K in 2 
isolati, il T149S in 1 e il T573S in 1 campione. Il 10% di 
questi polimorfismi è stato osservato come allele minore 
(figura 3.1.4.b). 
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Fig. 3.1.4.b – Nuovi SNPs non sinonimi nei geni di resistenza antimalarica. Il grafico 
mostra le frequenze alleliche degli SNPs associati alla resistenza ai farmaci 
antimalarici identificati come wild-type, alleli minori o maggiori. Sull'asse delle 
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x sono rappresentate le frequenze alleliche (%).A sinistra dell’asse delle y sono 
elencati gli SNPs noti (forma wt- codone- forma mutata) nei 6 geni associati a 
farmaco-resistenza, e a destra dello stesso asse il numero totale di campioni e; 
l’aplotipo wild-type è rappresentato in azzurro, gli SNPs con frequenze alleliche 
inferiori al 50% in verde, e in rosa sono rappresentati gli alleli maggiori (f.a. > 
del 50%).  
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Fig. 3.1.4.b (seguito) – nuovi SNPs sinonimi nei geni di resistenza 
antimalarica. 
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3.2 Eritrea 
 
In Eritrea, paese dell’Africa Orientale, la malaria continua a 
rappresentare un problema di sanità pubblica, con l’88% delle 
infezioni mediate da P. falciparum e il 12% da P. vivax. La 
combinazione terapeutica a base di artesunato-amodiachina (AS-
AQ) è stata introdotta in questo paese nel 2007 come trattamento 
di prima scelta per la cura della malaria non complicata da P. 
falciparum (WHO, Eritrea Malaria Country Profile, 2016). Nel 
2010, il programma nazionale di controllo della malaria ha 
condotto uno studio in cinque siti sentinella nella regione di Gash 
Barka, nella quale si registrano più del 50% dei casi di malaria di 
tutto il paese, per valutare l’efficacia della combinazione AS-AQ; 
i risultati hanno mostrato un fallimento dell’efficacia nel 7.6% dei 
pazienti trattati (Malaria Update, 2011). Questo rapporto è vicino 
al limite del 10%, ovvero il cut-off raccomandato dall’OMS, come 
il valore da considerare per il cambiamento della strategia 
farmacologica antimalarica del paese. Lo scopo del lavoro 
condotto in Eritrea è stato quello di indagare, tramite NGS, la 
presenza di eventuali mutazioni puntiformi nell’intera lunghezza 
dei geni Pfk13 e Pfcytb al fine di fornire un quadro completo dello 
screening di sorveglianza molecolare svolta per gli stessi campioni 
con il sequenziamento tramite metodo di Sanger da Menegon et 
al., 2016. 
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 Area e modalità di campionamento  
 
Un totale di 148 campioni di sangue con mono-infezione da P. 
falciparum sono stati collezionati in due regioni dell'Eritrea nel 
periodo compreso tra novembre 2013 e novembre 2014. Nella 
regione di Gash Barka sono stai raccolti 4 campioni provenienti 
dal villaggio di Agordat e 114 da quello di Barentu, e 9 campioni 
dal villaggio di Medefera, nel regione di Debub (figura 3.2.1). 
Queste regioni sono caratterizzate da livelli di endemia malarica 
stabile, con P. falciparum come principale specie infettante (75%). 
I pazienti sono stati arruolati dopo l'approvazione dello studio da 
parte del comitato etico del ministero della salute eritreo. I pazienti 
reclutati erano 52 donne, con un'età media di 22,5 anni (range da 4 
a 70 anni) e 96 uomini, con un'età media di 27,1 anni (range da 3 
a 70 anni). Dopo aver ottenuto il consenso informato fornito dai 
pazienti o dal loro tutore legale, è stato prelevato un campione di 
sangue mediante venipuntura del polpastrello di pazienti con 
infezione malarica da P. falciparum (confermata tramite 
emoscopia) collezionati in triplicato su carta da filtro e 
adeguatamente asciugati all'aria.  
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Fig.3.2.1- Siti di campionamento in Eritrea 
 
Il DNA totale è stato estratto utilizzando il kit QIAmp della 
Qiagen. Per l’amplificazione genica e la successiva analisi sono 
stati utilizzati 4 ceppi di laboratorio di P. falciparum come 
controlli di riferimento: 3D7, HB3, e 7G8 wild-type per i geni 
Pfk13 e Pfcytb, e il ceppo di laboratorio MRA 1236 mutato al 
codone 580 (CY) del gene Pfk13. 
Per ognuno dei campioni sequenziati è prima stata effettuata una 
conferma di diagnosi mediante PET-PCR, come descritto in 
Lucchi et al., 2013. Sono stati considerati positivi tutti i campioni 
con un Ct inferiore a 40, mentre tutti quelli con Ct superiore a 40 
sono stati considerati negativi. 
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Tutte le analisi svolte tramite l’utilizzo del protocollo MaRS sui 
campioni eritrei sono state effettuate presso il laboratorio DPDM 
(Division of Parasitic Diseases and Malaria) del CDC di Atlanta. 
 
 Risultati del sequenziamento NGS 
 
Dopo l’amplificazione dell’intera lunghezza dei geni Pfk13 e 
Pfcytb per 148 campioni è stato effettuato il sequenziamento NGS, 
in una singola corsa, utilizzando il supporto MiSeq di Illumina al 
fine di identificare la possibile presenza di mutazioni sinonime e 
non sinonime associate alla resistenza all’artemisinina e 
all’atovaquone-proguanil, rispettivamente. È stata rilevata la 
presenza di almeno un polimorfismo in 57 dei 148 isolati 
sequenziati per il gene Pfk13 e la presenza di almeno uno SNP in 
soli 3 campioni di 148 per il gene Pfcytb. La “coverage” per il 
sequenziamento dei due geni analizzati, Pfk13 e Pfcytb, è risultata 
non uniforme, come è mostrato in figura 3.2.2., anche in questo 
caso, 35 è stato il valore limite di coverage per considerare 
affidabili i risultati del sequenziamento.  
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Fig. 3.2.2- Coverage per gli SNPs associati alla farmaco-resistenza in P. 
falciparum 
I loci di ogni SNP sono mostrati sull’asse delle x; sull’asse delle y è indicato 
l’intervallo di confidenza, “ready depth”, del sequenziamento. In rosso è 
rappresentato il gene Pfcytb, e in violetto il gene Pfk13. 
 
    Pfk13  
Il sequenziamento del gene Pfk13 è stato effettuato per tutti i 148 
isolati eritrei. I risultati relativi alla suddetta analisi sono riassunti 
in figura 3.2.2.a. Il sequenziamento dell’intera lunghezza del gene 
ha rivelato la presenza di 12 mutazioni non sinonime e 4 mutazioni 
sinonime in 83 campioni, di cui 20 caratterizzati da più di un 
polimorfismo. Delle 12 mutazioni non sinonime osservate, 9 sono 
state identificate al di fuori del dominio “propeller” del gene 
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Pfk13: M163I, K189N, K189T, E208K, R255K, D281V, E335G, 
E401Q e E433D. Di questi nove polimorfismi, il cambiamento 
amminoacidico più frequente è stato K189T (71/148) con una 
frequenza allelica del 100%, ad eccezione di un solo campione in 
cui il polimorfismo è stato identificato come allele minore (f.a. del 
43%). Al di fuori del dominio propeller, sono stati osservati come 
alleli maggiori due polimorfismi sinonimi, S34S e L119L, in due 
diversi isolati (figura 3.2.2.b). All'interno del dominio propeller del 
gene Pfk13 è stata osservata la presenza di 3 polimorfismi non 
sinonimi e due sinonimi. La mutazione non sinonima, R622I, è 
stata rilevata come allele maggiore, con una frequenza allelica del 
100%; le altre due mutazioni non sinonime osservate all’interno 
del dominio propeller sono state identificate come alleli minori (< 
del 50%), al codone 535 (T → M) e al codone 703 (T → K). 
Inoltre, sono stati osservati all’interno del dominio propeller due 
SNPs sinonimi al codone 468 (Q → Q) e al codone 709 (G → G), 
il primo come allele maggiore e il secondo come allele minore. 
Nessun isolato ha mostrato mutazioni note associate alla resistenza 
all’artemisinina (figura 3.2.3). 
     Pfcytb 
Il 93% degli isolati analizzati (138/148) è stato sequenziato con 
successo per il gene Pfcytb. Tra questi, il 97.8 % dei campioni era 
caratterizzato dalla presenza degli alleli wild-type 258I e 268Y. 
Inoltre, il suddetto sequenziamento ha identificato 2 polimorfismi 
sinonimi in tre distinti campioni: il polimorfismo V127V e il 
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L230L, entrambi con frequenze alleliche superiori al 50% (alleli 
maggiori) come mostrato in figura 3.2.2.b. Nessun isolato ha 
mostrato mutazioni note associate alla resistenza all’atovaquone-
proguanil (figura 3.2.3). 
104  
 
RISULTATI 
 
Fig. 3.2.2.a – SNPs non sinonimi nel gene Pfk13. Il grafico mostra le frequenze 
alleliche degli SNPs osservati nell’intera lunghezza del gene Pfk13. Sull'asse 
delle x sono rappresentate le frequenze alleliche (%). A sinistra dell’asse delle y 
sono elencati gli SNPs (forma wt- codone- forma mutata) osservati ai diversi 
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codoni del gene Pfk13, e a destra dello stesso asse il numero totale di campioni; 
l’aplotipo con frequenze alleliche inferiori al 50% è rappresentato in verde; in 
rosa sono rappresentati gli alleli maggiori (f.a. > del 50%).  
 
Fig. 3.2.2.b – SNPs sinonimi nei geni Pfcytb e Pfk13. Il grafico mostra le 
frequenze alleliche degli SNPs sinonimi osservati nell’intera lunghezza dei geni 
Pfcytb e Pfk13. Sull'asse delle x sono rappresentate le frequenze alleliche (%). A 
sinistra dell’asse delle y sono elencati gli SNPs osservati ai diversi codoni dei due 
geni, e a destra dello stesso asse il rispettivo numero dei campioni; l’aplotipo con 
frequenze alleliche inferiori al 50% è rappresentato in verde; ogni SNP è in rosa 
poiché alleli maggiori (f.a. > del 50%).  
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Fig. 3.1.4, a - SNPs noti nei 6 marcatori molecolari di resistenza antimalarica. 
Il grafico mostra come tutti i campioni analizzati siano wild-type (barre azzurre) 
per i codoni che mutati sono associati alla resistenza ai farmaci antimalarici. 
Sull'asse delle x sono rappresentate le frequenze alleliche (%).A sinistra dell’asse 
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delle y sono elencati gli SNPs noti (forma wt- codone- forma mutata) nei 6 geni 
associati a farmaco-resistenza, e a destra dello stesso asse il numero totale di 
campioni. 
 
 Studio delle delezioni dei geni Pfhrp2 e 3  
 
La proteina hrp-2 (histidin-rich protein 2) di P. falciparum è 
l'antigene bersaglio che viene riconosciuto dai test diagnostici 
rapidi per la diagnosi specifica di P. falciparum. Recentemente, in 
isolati di P. falciparum provenienti dal Sud America, e da alcuni 
paesi endemici dell’Africa e dell’Asia, sono state documentate 
delezioni a carico del gene Pfhrp2. Gli isolati plasmodiali 
caratterizzati da tali delezioni geniche possono produrre risultati 
falsi negativi in seguito all’utilizzo di kit diagnostici rapidi basati 
sul riconoscimento dell’antigene HRP2. Nel presente lavoro, è 
stata valutata la prevalenza di isolati di P. falciparum che 
presentano la delezione del gene Pfhrp2 (Mal7P1.231) e/o del gene 
Pfhrp3 (Mal7P1.480), che codifica per un  secondo antigene 
riconosciuto, per cross-reazione, dai test rapidi basati sulla 
PfHRP2 (Baker et al., 2010; Lee et al., 2006) in 135 isolati di P. 
falciparum collezionati nella regione di Gash Barka e in 9 isolati 
della regione di Debub in Eritrea. Contestualmente, negli stessi 
isolati è stata valutata la presenza di delezioni nei geni 
MAL7P1.228, MAL7P1.230, MAL13P1.475 e MAL13P1.485, 
geni che fiancheggiano i geni codificanti per Pfhrp2/3. 
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Risultati 
 
Dei 144 isolati esaminati, 27 (18,7%) isolati sono stati raccolti nel 
2013 nella regione di Gash Barka, e 117 (81,3%) nel 2014, 
compresi i 9 isolati provenienti della regione di Debub. Tra i 144 
isolati di P. falciparum analizzati, i geni Pfhrp2 e Pfhrp3 sono stati 
amplificati con successo in poco più della metà degli isolati 
(56,2%), in particolare in 78 isolati dalla regione di Gash Barka e 
3 della regione di Debub. Quattordici isolati (9,7%), di cui 12 
raccolti nel 2014 nella regione di Gash Barka, hanno mostrato la 
delezione dell'esone 2 del gene Pfhrp2, mentre 62 isolati (43%) 
erano deleti del gene Pfhrp3. Tra questi isolati, la completa 
delezione di entrambi i geni, Pfhrp2 e Pfhrp3, è stata osservata in 
13 isolati (9%), 11 dei quali provenivano dalla regione di Gash 
Barka (Figura 3.2.4). 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3.2.4- Prevalenza delle delezioni nei geni Pfhrp2 e 3 
 N. totale isolati 
 Regione di Gash Barka 
 Regione di Debub 
N.totale isolati     Pfhrp2+/hrp3+     Pfhrp2+/hrp3-    Pfhrp2-/hrp3+    Pfhrp2-/hrp3- 
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Per tutti i 13 isolati doppi negativi, al fine di confermare il risultato 
ottenuto, è stata ripetuta sia l'amplificazione genica tramite PCR 
per entrambi i geni in analisi, che l’amplificazione del gene 
Pfmsp1, per confermare l'integrità dei DNA dei parassiti, come 
descritto in Wooden et al., 1993. In seguito alla caratterizzazione 
dei geni fiancheggianti, è stata osservata con maggiore frequenza 
la delezione del gene MAL13P1.475 (Pf3D7-1372100) 
fiancheggiante Pfhrp3, rispetto ai geni fiancheggianti Pfhrp2. In 
generale, nei 144 campioni eritrei analizzati sono stati osservati 
sedici diversi pattern di delezione Pfhrp2 e Pfhrp3, come mostrato 
in tabella 1. 
 
MAL7P1
.228 
Pfhr
p2 
MAL7P
1.230 
MAL13P
1.475 
Pfhrp
3 
MAL13P
1.485 
No. samples 
(%) 
+ + + + + + 57 (39.5) 
+ + + + + − 1 (O.7) 
+ + + − + + 14 (9.7) 
+ + + − − + 23 (16) 
+ + + − + − 1 (0.7) 
+ + + − − − 16 (11.1) 
+ + − + + + 3 (2.1) 
+ − − + + + 1 (0.7) 
− + + + + + 1 (0.7) 
+ − − − − − 8 (5.6) 
+ − − − − + 1 (0.7) 
+ + − − − + 7 (4.8) 
+ + − − + + 3 (2.1) 
+ + − − − − 3 (2.1) 
+ + − + + − 1 (2.7) 
− − − − − − 4 (2.7) 
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Tabella 1- Aplotipi di delezione dei geni Pfhrp2, Pfhrp3 e rispettivi geni 
fiancheggianti. Il simbolo “+” indica l’avvenuta amplificazione genica, il 
simbolo”-“ indica invece la delezione del gene. 
 
      Discussione 
A supporto delle diverse strategie impiegate per il monitoraggio 
della malaria, l’utilizzo dei test diagnostici rapidi (RDTs) riveste 
un ruolo chiave nella sorveglianza dell’incidenza dei casi di 
malaria, specialmente in paesi con sistemi sanitari precari. In 
condizioni ottimali, la sensibilità degli RDTs è considerata simile 
a quella dell’emoscopia (Cheng et al., 2014). Tuttavia, soprattutto 
nei paesi endemici, l’affidabilità degli RDTs è talvolta intaccata da 
risultati falsi negativi, dovuti spesso alla delezione del gene 
Pfhrp2, il quale codifica per l’antigene bersaglio riconosciuto da 
molti test rapidi. Alla fine del 2015, il programma nazionale di 
controllo della malaria del CDC eritreo, ha notificato all’OMS un 
incremento dei risultati falsi negativi prodotti dagli RDTs più 
utilizzati nel paese, per un elevato numero di casi di malaria da P. 
falciparum per i quali la positività era già stata confermata 
microscopicamente. Questa notifica ha dato origine all’avvio di 
uno screening volto ad indagare la sensibilità degli RDTs impiegati 
in Eritrea (Berhane et al., 2017). L'indagine ha rivelato che per 50 
casi di malaria da P. falciparum microscopicamente confermati, 
gli RDTs basati sul riconoscimento dell’antigene HRP2 
producevano l’80% dei risultati falsi negativi. 
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L’analisi molecolare condotta ha evidenziato, per 135 campioni 
eritrei, una discreta percentuale di delezioni a carico dei geni 
Pfhrp2 e Pfhrp3 in isolati di P. falciparum. Questi dati sono 
coerenti con quelli riportati da Berhane, per cui su 15 campioni 
analizzati nella regione di Gash Barka (7 di Agordat e 8 di Barentu) 
11 erano risultati negativi con i test rapidi; in particolare il 100% 
dei campioni di Agordat e il 37,5% dei campioni di Barentu 
avevano fornito risultati falsi negativi. I nostri risultati indicano 
che il 60% degli isolati provenienti da Agordat sono deleti per il 
gene Pfhrp3, e circa il 40% degli isolati provenienti da Barentu 
sono deleti per i geni Pfhpr2 e/o Pfhpr3. In linea con quanto 
descritto da Berhane, a Mendefera, nella regione di Debub, è stato 
osservato il 66% delle delezioni a carico dei geni Pfhpr2 e/o 
Pfhpr3. Questi risultati potrebbero dunque spiegare l’elevata 
percentuale di falsi negativi notificati nelle regioni di Gash Barka 
e Debub. 
Secondo le linee guida dell’OMS, le delezioni dei geni Pfhpr2 e 
Pfhpr3 dovrebbero essere sospettate quando il numero di casi 
positivi microscopicamente confermati supera del 10-15 % il 
numero di casi positivi diagnosticati con i test rapidi. In tali 
condizioni, è necessario rivedere le politiche diagnostiche, 
indagando le eventuali delezioni a carico dei geni Pfhrp2/3. In 
conclusione, al fine di rendere più affidabili le diagnosi di malaria, 
e vista la discreta percentuale di delezioni riscontrate nei geni  
Pfhrp2 e 3 in isolati di P. falciparum raccolti in Eritrea, dovrebbe 
essere incoraggiato l’utilizzo di kit diagnostici rapidi che 
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riconoscano sia l’antigene HRP2 che l’enzima lattato deidrogenasi 
del plasmodio, come avviene con il kit CareStart™Malaria 
HRP2/pLDH Combo Test. 
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3.3 Botswana 
 
In Botswana, negli ultimi 50 anni si è osservato un considerevole 
declino degli indici di morbidità e mortalità malarica, che ha aperto 
la strada verso l'eliminazione della malattia. Affinché il Botswana 
riesca a raggiungere la meta dell’eliminazione della malaria è 
necessario che si basi su un solido sistema di sorveglianza 
epidemiologica ed entomologica, che fornisca dati in modo 
accurato e tempestivo. Il Botswana è un paese dell’Africa australe 
occupato da un altopiano di circa 1000 metri. Il clima è sub-
tropicale, arido o semiarido a seconda delle zone. L’inverno, da 
maggio ad agosto, è secco e soleggiato; l’estate, da novembre a 
marzo, è una stagione molto calda, moderatamente piovosa. In 
primavera, tra settembre e ottobre, il caldo è spesso torrido, 
soprattutto al nord del paese. Le temperature medie annuali sono 
comprese tra i 18 e i 23°C, fino a raggiungere i 35°C in estate. La 
popolazione è pari a 2250 milioni di persone su una superficie di 
581.730 km2. Secondo le stime dell’OMS, P. falciparum 
rappresenta la specie di plasmodio maggiormente osservata, in 
particolare nella parte settentrionale del paese. Il modello di 
precipitazioni è variabile di anno in anno e occasionalmente si 
verificano periodi di lunga siccità, come accaduto nei primi anni 
’80 quando si è registrato un importante declino dei casi di malaria 
nel paese. Recentemente, sono stati osservati casi di infezioni 
mediate da P. vivax nelle regioni del centro, dell’est e del sud del 
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paese, con una prevalenza del 4.7% tra bambini asintomatici. La 
clorochina ha rappresentato il trattamento di prima scelta per la 
malaria non complicata da P. falciparum fino al 1997, quando in 
seguito all’insorgenza di resistenza, è stata adottata la 
combinazione di sulfadossina-pirimetamina. Nel 2007 anche 
questa strategia terapeutica è stata sospesa e sostituita con l’ACT, 
a base di artemether-lumefantrina (Botswana Ministry of Health, 
2015). Lo scopo del lavoro svolto in Botswana è stato quello di 
effettuare un monitoraggio di farmaco-resistenza in isolati di P. 
falciparum, valutando inoltre la molteplicità di infezione (MOI) 
per un sottogruppo di isolati analizzati. 
 
 Area e modalità di campionamento 
 
Lo studio è stato condotto principalmente a Ngamiland, a nord-
ovest del paese, e nel distretto Centrale, dove la circolazione di P. 
falciparum è maggiore. Sono stati inoltre collezionati campioni in 
altre regioni del Botswana ad endemia malarica. I campioni di 
sangue sono stati raccolti su dischetti di carta da filtro da pazienti 
febbrili, risultati positivi al RDT al giorno 0, recatisi in presidi 
ospedalieri tra novembre 2012 e aprile 2016, per un totale di 211 
pazienti arruolati. Lo studio è stato autorizzato dal “National 
Malaria Programme” del Ministero della salute del Botswana. 
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Fig.3.3.1- Siti di campionamento in Botswana 
 
 Risultati della genotipizzazione e calcolo 
della MOI  
 
L'amplificazione del gene Pfmsp1 è stata eseguita su un 
sottogruppo di 59 campioni di P. falciparum in cui sono state 
osservate tutte le tre sottofamiglie alleliche di msp1: K1, MAD20 
e RO33. La sottofamiglia K1 è stata riscontrata con una frequenza 
del 88,1%, mentre RO33 e MAD20 sono state osservate 
rispettivamente nel 55,9% e nel 35,6% dei campioni. Tra gli isolati 
analizzati, il 49,2% (29/59) era caratterizzato da genotipi misti 
appartenenti a due diverse sottofamiglie alleliche. Inoltre, 9 
campioni (15,2%) hanno mostrato tutte e tre le sottofamiglie 
alleliche del gene polimorfico msp1 (figura 3.3.2). La maggior 
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parte dei campioni (43/59) ha mostrato, per la stessa famiglia 
allelica, varianti multiple: 21 campioni erano caratterizzati da 2 
varianti, 10 campioni da 3 varianti, 10  da 4 varianti, mentre due 
diversi isolati hanno mostrato 5 e 6 varianti, per un totale di 139 
varianti alleliche osservate in 59 campioni (figura 3.3.2). La 
molteplicità di infezione (MOI) è risultata uguale a 2,3. Non è stata 
stabilita un'associazione significativa tra età dei soggetti analizzati 
e MOI (coefficiente per rango di Spearman = 0,02; P = 0,8).  
 
 
Fig.3.3.2- Numero di campioni per ciascuna sottofamiglia allelica di Pfmsp1 
e rispettive varianti alleliche osservate in 59 campioni analizzati. 
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 Valutazione dei marcatori molecolari di 
farmaco-resistenza 
 
La caratterizzazione molecolare dei campioni di P. falciparum 
analizzati è stata effettuata tramite sequenziamento con il metodo 
di Sanger. 
    Pfk13 
L’amplificazione e il successivo sequenziamento del gene PfK13 
è stato condotto su un totale di 127 isolati analizzati. Rispetto alla 
sequenza di riferimento wild-type PF3D7_1343700 del gene 
PfK13, sono state identificate due mutazioni sinonime, R513R e 
V555V in tre distinti isolati di P. falciparum. Tutti gli altri 
campioni sequenziati sono stati classificati come wild-type rispetto 
alla sequenza di riferimento PF3D7_1343700. 
    Pfmdr1 
L’analisi molecolare delle mutazioni del gene Pfmdr1 è stata 
ottenuta su 166 isolati di P. falciparum analizzati.  I risultati 
relativi alla suddetta analisi sono riassunti in tabella 2. Il 
sequenziamento della regione comprensiva del codone 86 ha 
messo in evidenza un’alta frequenza della forma wild-type N86, 
presente nel 92,17% degli isolati (153/166), mentre la presenza 
dell’allele mutato 86Y è stato identificato in 13 isolati (7.83%), di 
cui 7 (4.2%) nella forma pura, e 6 (3.6%) come infezioni 
policlonali. Per 96 isolati è stata inoltre valutata l’espressione del 
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gene Pfmdr1 come variazione del numero di copie del gene (CNV, 
copy number variation), tramite il metodo comparativo di Livak. 
L’analisi molecolare ha rivelato la presenza di 79 campioni 
(82.3%) caratterizzati da una singola copia del gene, 17 isolati 
(17.7%) con due copie del gene, e solo un isolato con 3 copie del 
gene Pfmdr1, come mostrato in tabella 3. 
 
Pfmdr1  
166 
Campioni 
wt                 
N86 
mut                  
Y86 
n 153 13 
%  92,17% 7,83% 
 
Tabella 2 – Polimorfismi del gene Pfmdr1al codone 86 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabella 3 - Copy Number Variation del gene Pfmdr1 
CNV Pfmdr1 
96  
Campioni 1 Copia 2 Copie 3 Copie 
N° 79 16 1 
% 82,29% 16,67% 1,04% 
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3.4 Guinea Conakry 
 
La Guinea Conakry è uno stato dell’Africa occidentale. Si affaccia  
ad ovest sull’oceano Atlantico, a nord confina con la Guinea-
Bissau e il Senegal e a nord-est con il Mali; a sud-est confina con 
la Costa D’Avorio, e con la Liberia e Sierra Leone a sud. È 
caratterizzata da un territorio prevalentemente montuoso a clima 
tropicale, con elevate temperature e modeste escursioni termiche. 
La stagione invernale, da novembre a marzo, è secca, mentre 
quella estiva, da aprile a ottobre, coincide con la stagione delle 
piogge. Tra luglio e agosto le piogge possono diventare di carattere 
torrenziale, con temperature elevate e intesa umidità. In Guinea, la 
malaria rappresenta la principale causa di ospedalizzazione e di 
morte, e la quasi totalità dei casi registrati è da attribuirsi 
all’infezione da P. falciparum. L’attuale approccio terapeutico 
adottato in questo paese prevede l’utilizzo di artesunato in 
combinazione con l’amodiachina (AS+AQ) nei casi di malaria non 
complicata, e di solo AS nei casi di malaria grave. Nel 2014, 
l’epidemia del virus Ebola ha avuto un significativo impatto 
negativo sulla salute pubblica del paese, sommandosi alla già 
importante endemia malarica. In risposta all’incalzante epidemia 
di Ebola, il Ministero della Salute, in collaborazione con il 
Programma nazionale di lotta alla malaria, ha avviato molteplici 
studi di valutazione dell’impatto della suddetta epidemia in tutte le 
strutture sanitarie del paese. In questo scenario, grazie alla 
collaborazione con il “Centre de Formation et de Recherche en 
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Santé Rurale de Mafèrinayah”, è nato il lavoro di sorveglianza 
molecolare alla resistenza ai farmaci antimalarici in Guinea, paese 
coinvolto anche, insieme a Burkina Faso e Nigeria, in un progetto 
di Formazione in Malariologia supportato dal Ministero degli 
Affari Esteri-Cooperazione Italiana e dal Centro Interuniversitario 
di Ricerca sulla Malaria, “Italia Malaria Network”. L’obiettivo 
primario di questo studio è stato quello di indagare la presenza di 
mutazioni nel gene Pfk13 in isolati di P. falciparum per monitorare 
la possibile emergenza della resistenza all’artemisinina, e dei suoi 
derivati. Inoltre, sono stati analizzati i polimorfismi del gene 
Pfmdr1, utilizzato come marcatore molecolare di resistenza agli 
amminochinolinici. 
 
 Aree e modalità di campionamento 
 
Il progetto è stato realizzato in collaborazione con il “Centre de 
Formation et de Recherche en Santé Rurale de Mafèrinyah 
“(CFRSR) a Conakry, che ha eseguito le attività di raccolta dei 
campioni in diversi villaggi nell’area di Mafèrinyah. Questo 
distretto si estende per 500 km2, nella regione della Guinea-Basse; 
dista 75 km dalla capitale Conakry e circa 25 km da Coyah e 
Forécariah. Sono stati raccolti 50 campioni prelevati da pazienti 
con infezione da P. falciparum microscopicamente diagnosticata, 
non trattati con alcun tipo di terapia antimalarica. Al fine di 
condurre analisi molecolari sui suddetti campioni, il sangue del 
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paziente è stato prelevato tramite puntura del polpastrello, e 
raccolto su carta da filtro in triplicato. I campioni raccolti, una 
volta asciugati all’aria, sono stati inseriti separatamente in buste di 
plastica e opportunamente conservati fino al loro processamento. 
La raccolta dei campioni di sangue è stata effettuata dopo aver 
ottenuto il consenso informato da parte del paziente o del suo 
tutore legale, e l’approvazione etica di questo studio è stata 
ottenuta presso il Comitato Etico del CFRSR di Conakry. 
 
 
Fig.3.3.1- Siti di campionamento in Guinea Conakry 
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 Valutazione dei marcatori molecolari di 
farmaco-resistenza 
 
L’analisi molecolare dei campioni di P. falciparum provenienti 
dalla Guinea Conakry è stata effettuata tramite amplificazione 
genica e successivo sequenziamento col metodo di Sanger. 
 
    Pfk13 
L’amplificazione del gene Pfk13 è stata effettuata su tutti i 50 
campioni raccolti, ma di questi solo 43 sono stati sequenziati 
poiché 7 hanno fallito l’amplificazione. Rispetto alla sequenza di 
riferimento wild type PF3D7_1343700 del gene PfK13, sono state 
identificate due mutazioni non sinonime nel dominio propeller, 
G538S e A578S in due distinti isolati di P. falciparum. Tutti gli 
altri campioni sequenziati sono stati classificati come wild-type 
rispetto alla sequenza di riferimento PF3D7_1343700.  
 
    Pfmdr1 
La caratterizzazione molecolare delle mutazioni del gene Pfmdr1 
è stata ottenuta su 43 isolati di P. falciparum amplificatisi con 
successo.  I risultati relativi alla suddetta analisi sono riassunti di 
seguito in tabella 4a. Il sequenziamento della regione comprensiva 
dei codoni 86 e 184 ha messo in evidenza un’alta percentuale 
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dell’allele wild type N86 presente nell’83.72% degli isolati (36/43) 
e il 16.28% dei campioni mutati per lo stesso codone nella forma 
86Y; il cambiamento amminoacidico alla posizione 184 nella 
forma 184F è stato osservato nel 39.54% (17/43) degli isolati 
mentre la presenza dell’allele wild type 184Y è stato identificato 
nel 60.46% dei campioni analizzati (26/43). I risultati ottenuti 
dall’analisi del gene Pfmdr1 in campioni provenienti dalla Guinea 
Conakry ha prodotto 4 diversi aplotipi, come mostrato in tabella 
4b. 
 
Pfmdr1 
43 
Campioni 
wt                 
N86 
mut                  
Y86 
wt              
Y184 
mut                  
F184 
N° 36 7 26 17 
% 83,72% 16,28% 60,46% 39,54% 
Tabella 4a– Mutazioni puntiformi del gene Pfmdr1 ai codoni 86 e 184 
 
 Pfmdr1  
Aplotipi 86 184 N° isolate % wild-type N Y 16 37,20% 1 mut Y Y 7 16,27% 1 mut N F 17 39,53% 2 mut Y F 3 7% 
Tabella 4b– Aplotipi risultanti dell’analisi del gene Pfmdr1 ai codoni 86 e 184 
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3.5 Analisi dell’espressione del gene Pfpm2 
 
La piperachina è un importante farmaco antimalarico utilizzato in 
combinazione con l’artemisinina (ACT) per il trattamento della 
malaria non complicata da P. falciparum. È stato osservato che un 
aumentato numero di copie dei geni plasmepsina 2 e 3 (Pfpm2 e 3) 
è associato ad una diminuita suscettibilità di ceppi di P.falciparum 
alla piperachina. In collaborazione con il CDC di Atlanta, è stato 
sviluppato un nuovo ed innovativo saggio basato sul metodo di 
PET-RT-PCR per la quantificazione del numero di copie del gene 
Pfpm2. Questo saggio è stato validato utilizzando 3 campioni 
cambogiani, gentilmente forniti dal Dr. Didier Ménard, di cui si 
conosceva il numero di copie del gene Pfpm2, e testato per due 
campioni provenienti rispettivamente dalla Cambogia e 
dall’Etiopia, relativi a due distinti casi di importazione in Italia. 
 
 Case Report su un paziente italiano al 
rientro dalla Cambogia 
 
 
Il caso di malaria importata preso in esame era stato causato da una 
doppia infezione mediata da P. vivax / P. falciparum in un paziente 
italiano che non aveva assunto il trattamento chemioprofilattico 
mentre viaggiava in Cambogia. Rientrato in Italia, il paziente, 
talassemico, presentava febbre alta, brividi, tosse e diarrea. A 
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causa della persistenza della sintomatologia dopo trattamento con 
ciprofoxacina e paracetamolo, è stato ricoverato in ospedale dove 
è stata diagnosticata la malaria da P. vivax e P. falciparum tramite 
PCR. Il paziente è stato quindi trattato prima con 
diidroartemisinina-piperachina per 3 giorni, poi con primachina 
per 14 giorni, e dopo un rapido decorso clinico è stato dimesso. 
Sfortunatamente il paziente è stato riammesso in ospedale per la 
ricomparsa dei sintomi clinici della malaria, e sulla base delle 
analisi molecolari è stato identificato un ceppo di P. falciparum 
multiresistente.  L'analisi dei polimorfismi degli isolati di P. 
falciparum ha mostrato un pattern di resistenza multipla derivante 
della presenza di mutazioni puntiformi nei geni Pfcrt e Pfmdr1 
associate alla resistenza ai chinolinici (inclusa l'amodiachina), 
mutazioni correlate alla resistenza alla sulfadossina/pirimetamina 
nei geni Pfdhps e Pfdhfr, e nel gene Pfk13 mutazione al codone 
580 (CY), classificata come un importante determinante di 
resistenza all'artemisinina in isolati di P. falciparum nel Sud-est 
asiatico. La valutazione dell’espressione del gene Pfpm2 ha 
mostrato la presenza di 3 copie del suddetto gene, confermando 
così che il fallimento terapeutico era dovuto alla presenza di 
mutazioni nei geni marcatori di resistenza antimalarica. Non 
avendo osservato alcuna mutazione nel gene Pfcytb, il caso è infine 
stato risolto in seguito alla somministrazione di atovaquone-
proguanile.  
 
126  
 
RISULTATI 
 Case Report su un migrante Etiope 
 
Il presente caso fa riferimento al fallimento terapeutico con 
diidroartemisinina e piperachina in un migrante etiope affetto da 
malaria non complicata da P. falciparum, arrivato in Italia dopo 
aver viaggiato nel suo paese di origine senza aver seguito alcun 
trattamento chemioprofilattico. Dopo ammissione in ospedale, 
conferma di diagnosi malarica e trattamento con DHA-PPQ e 
Levofloxacina, il paziente ha manifestato nuovamente febbre, 
malessere, brividi e vomito dopo 30 giorni dalla fine del 
trattamento farmacologico. Il caso è stato risolto con la 
somministrazione di chinino endovena e meflochina per via orale. 
La caratterizzazione molecolare dell’isolato di P. falciparum 
responsabile dell’infezione non ha mostrato mutazioni nel gene 
Pfk13,  associato alla resistenza all’artemisinina, mentre la 
quantificazione dell’espressione genica di Pfpm2 ha identificato 
una singola copia del suddetto gene. Mutazioni puntiformi sono 
state invece indentificate nei geni Pfcrt, mdr1, dhps e dhfr. Il 
fallimento terapeutico nel paziente non è quindi stato imputato alla 
resistenza ai farmaci antimalarici utilizzati.  
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4 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
 
La malaria rappresenta la più importante parassitosi umana, e per 
questo attualmente viene considerata uno dei più grandi problemi 
di salute pubblica mondiale. Nel 2016 i casi di malaria stimati nel 
mondo sono stati circa 216 milioni, con circa 445.000 decessi, la 
maggior parte dei quali concentrati nell’Africa Sub-sahariana nei 
bambini sotto i 5 anni di età. Considerando il numero dei paesi in 
cui ancora si verifica la trasmissione della malattia (91), circa la 
metà della popolazione mondiale è tutt’ora a rischio di contrarre la 
malaria (World Malaria Report, 2017). Per una corretta gestione e 
sorveglianza della malaria è cruciale una diagnosi precoce ed 
accurata, infatti le diagnosi errate o ritardate sono la principale 
causa degli elevati indici di morbilità e mortalità registrati 
soprattutto in Africa Sub-sahariana. A tutt’oggi, la 
chemioprofilassi e la chemioterapia antimalarica rimangono 
strumenti chiave per il controllo e l'eliminazione della malaria 
nelle aree ad elevata trasmissione. I  farmaci utilizzabili per il 
trattamento della malaria sono ascrivibili ad almeno cinque classi 
distinte (chinolinici, antifolati, atovaquone antibiotici e derivati 
dell’artemisinina) che differiscono tra loro per il principio attivo 
utilizzato e/o per il meccanismo d’azione e per il target. Dalla 
fine degli anni ‘50, si è osservato come il ritmo con cui il plasmodio 
ha sviluppato resistenza ai farmaci antimalarici abbia nettamente 
superato il ritmo con cui sono state sviluppate nuove strategie 
farmacologiche. Nell'ultimo decennio, l'introduzione delle terapie 
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combinate a base di artemisinina, per il trattamento di prima scelta 
della malaria non complicata da P. falciparum, ha permesso il 
raggiungimento di straordinari risultati nel controllo della malattia, 
specialmente in Africa Sub-sahariana. Tuttavia, la comparsa della 
resistenza all’artemisinina nel Sud-Est Asiatico, e la possibile 
diffusione della stessa nel continente africano, mettono a rischio i 
traguardi raggiunti fino ad oggi nella lotta contro la malaria. Lo 
studio e la conoscenza dei pathways molecolari alla base della 
farmaco-resistenza rivestono un ruolo fondamentale nell’attività di 
sorveglianza della resistenza agli antimalarici. Numerosi studi di 
biologia molecolare hanno portato, infatti, in isolati di P. 
falciparum, all’identificazione di mutazioni puntiformi nei geni 
Pfcrt, Pfmdr1, Pfdhps, Pfdhfr e Pfcytb, associate alla resistenza alle 
principali classi di farmaci antimalarici. Queste mutazioni vengono 
correntemente utilizzate come marcatori molecolari di farmaco-
resistenza. Studi recenti hanno permesso l’identificazione e la 
validazione del gene Pfk13 come marcatore molecolare di 
resistenza all’artemisinina (Ariey et al., 2014). In particolare, è stato 
osservato come le mutazioni non sinonime P441L, F446I, G449A, 
N458Y, M476I, C469Y, A481V, Y493H, S533C, N537I, G538V, 
R539T, I543T, P553L, R561H, V568G, P574L, A578S, C580Y, 
D484V, e A675V siano associate nel Sud-Est Asiatico alla 
resistenza all’artemisinina. Per contro, in isolati africani di P. 
falciparum, sono stati descritti elevati livelli di polimorfismi nel 
dominio propeller del gene k13, ma nessuna delle mutazioni 
identificate è stata associata ad un’aumentata tolleranza e/o 
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resistenza all’artemisinina (Ménard et al., 2016; Mohamed et al., 
2017; Ashley et al., 2014; Lu et al., 2017). Se nel continente 
africano la resistenza all’artemisinina e ai suoi derivati non è mai 
stata descritta, è invece ben nota la resistenza sviluppata da isolati 
di P. falciparum alle altre classi di farmaci antimalarici. Per 
determinare l’efficacia terapeutica di un farmaco, l’OMS identifica 
negli studi di efficacia terapeutica (in vivo test, o Therapeutic 
Efficacy Studies, TESs) il gold standard. Ciononostante, la 
realizzazione di questi studi richiede un grosso sforzo 
organizzativo, ed è caratterizzata da lunghi e complessi tempi di 
svolgimento. Inoltre, è stato dimostrato come i TESs possano essere 
condizionati da molti fattori, tra cui l’immunità del soggetto 
trattato, e la farmacocinetica. Al contrario, lo studio della farmaco-
resistenza attraverso l’analisi dei marcatori molecolari si è 
dimostrato utile per la precoce individuazione (Chenet et al., 2016) 
dell’eventuale emergenza e diffusione della farmaco-resistenza in 
P. falciparum (Abdul-Ghani et al., 2014) (Taylor et al., 2015). I 
saggi molecolari sono caratterizzati dall’enorme vantaggio di poter 
fornire informazioni epidemiologiche sui parassiti resistenti e 
circolanti nella popolazione in esame, utilizzando campioni 
biologici di facile reperibilità (per es. DBSs) (Nag et al., 2017). 
Sebbene la presenza di mutazioni nei marcatori molecolari validati 
come determinanti di farmaco-resistenza non indichi 
necessariamente il fallimento del trattamento antimalarico (Picot et 
al., 2009), è sicuramente un segnale di allarme che va preso nella 
giusta considerazione in fase di implementazione dei locali 
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programmi di lotta. Per questa ragione, i marcatori molecolari 
vengono sempre più impiegati come strumenti chiave nel 
monitoraggio della diffusione della resistenza ai farmaci 
antimalarici (Nsanzabana et al., 2010). La recente introduzione di 
tecnologie di sequenziamento di nuova generazione, come le 
piattaforme NGS o WGS, consente di ottenere informazioni rapide 
e approfondite sui marcatori molecolari, e allo stesso tempo, di 
avere una valutazione dettagliata della diffusione dei ceppi 
plasmodiali resistenti (Miotto et al., 2015; Imwong et al., 2017). 
In questo contesto, nel presente lavoro è stato condotto uno 
screening molecolare di valutazione delle resistenza associata ai 
farmaci antimalarici in campioni provenienti da quattro distinti 
paesi africani: Camerun, Eritrea, Botswana e Guinea Conakry. 
Sulla base dei risultati ottenuti e qui riportati, non sono stati 
identificati polimorfismi che possano indicare una possibile 
resistenza all’artemisinina. Cionondimeno, per i campioni 
provenienti dal Camerun e dall’Eritrea, grazie all’applicazione del 
protocollo MaRS di sequenziamento e analisi bioinformatica di 
nuova generazione, che ha permesso l’analisi dell’intera lunghezza 
del gene Pfk13, è stato osservato un discreto numero di 
polimorfismi all’interno e all’esterno della regione propeller; 
questo risultato è coerente con quanto descritto in precedenza in 
altri lavori di sorveglianza molecolare condotti in Africa Sub-
Sahariana (Amato et al., 2016; Kamau et al., 2015; Conrad et al., 
2014; Torrentino-Madamente et al., 2014). Nel dominio propeller 
del gene Pfk13 sono stati osservati un totale 7 polimorfismi, di cui 
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4 non sinonimi (T573S, T535M, R622I e T703K) e 3 sinonimi 
(A617A, A627A e C469C), nei campioni camerunensi ed eritrei. 
Di questi, il polimorfismo al codone 535 (TM) era stato 
precedentemente descritto in Costa d’Avorio (Ménard et al., 2016), 
mentre quello alla posizione 622 (RI) era già stata osservato in 
Zambia ed Etiopia (Bayih et al., 2016; Ménard et al., 2016). 
All’esterno del dominio propeller, la sostituzione amminoacidica 
K189T è stata quella maggiormente rilevata sia nei campioni del 
Camerun sia in quelli Eritrei; questa mutazione è particolarmente 
frequente negli isolati africani sensibili all’artemisinina (Ocholla et 
al., 2014), così come negli isolati dell'Asia meridionale (Zaw et 
al., 2018). Anche le mutazioni non sinonime K189N e N217H, 
esterne al dominio propeller del gene Pfk13, sono molto comuni 
negli isolati africani sensibili all’artemisinina (Talundzic et al., 
2018). Inoltre, in Guinea Conakry e in Botswana, dove i campioni 
positivi all’infezione da P. falciparum sono stati sequenziati 
tramite il metodo di Sanger, all’interno del dominio propeller sono 
state identificate 2 mutazioni non sinonime, A538S e A578S, e due 
sinonime R515 e V555V, di cui nessuna associata alla resistenza 
all’artemisinina. In particolare, la mutazione A578S è 
comunemente diffusa negli isolati africani (Ménard et al., 2016), e 
in quelli asiatici (Ashley et al., 2014), pur non essendo mai stata 
associata al fallimento terapeutico o alla resistenza in vitro 
all’artemisinina (Ménard et al., 2016). Il ruolo di questo SNP non 
è ancora definito. Tuttavia, questa mutazione al codone 578 è 
adiacente al codone 580, nel quale la sostituzione amminoacidica 
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CY è la principale mutazione associata alla resistenza 
all’artemisinina nel Sud-Est Asiatico (Ashley et al., 2014; Ariey et 
al., 2014), e per cui le analisi di modelling predicono un effetto 
significativo sulla struttura terziaria della proteina K13 (Mohon et 
al., 2014).  
Le mutazioni a carico dei geni Pfcrt e Pfmdr1 sono considerate 
determinanti di resistenza agli amminochinolinici.  
I risultati dello screening molecolare effettuato sugli isolati 
camerunensi per il gene Pfcrt, tramite il protocollo di 
sequenziamento NGS, hanno mostrato un’alta frequenza 
dell’allele wild type K76, che quando presente nella forma mutata 
76T è associato alla resistenza alla clorochina. È stato ampiamente 
dimostrato che  in assenza della pressione selettiva della clorochina 
sugli isolati plasmodiali si verifichi un ritorno dell’aplotipo wild 
type sensibile al farmaco (Kublin et al., 2003; Huang et al., 2016). 
Questo fenomeno potrebbe essere alla base della così bassa 
percentuale di isolati mutati per il gene Pfcrt osservati in Camerun, 
come risultato dell’interruzione del trattamento della malaria non 
complicata da P. falciparum con la clorochina, e l’introduzione nel 
2007 della terapia combinata a base di artemisinina. 
I polimorfismi del gene Pfmdr1 ai codoni 86, 184, 1034, 1042 e 
1246 sono stati associati alla resistenza alla clorochina (Reed et al., 
2000), e intervengono nella modulazione della suscettibilità o 
tolleranza del plasmodio al chinino, alla meflochina e 
all’amodiachina (Sidhu et al., 2005). I dati risultanti dal 
sequenziamento e dall’analisi bioinformatica della piattaforma 
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MaRS per il gene Pfmdr1, per i campioni provenienti dal Camerun, 
dimostrano la presenza di mutazioni puntiformi ai soli codoni 86 e 
184. Studi di sorveglianza molecolare condotti in Africa, 
suggeriscono che le mutazioni al codone 86 inducano una ridotta 
suscettibilità alla clorochina, mentre le mutazioni al codone 184 
possano essere coinvolte nella resistenza a diverse classi di farmaci 
antimalarici (Dokomajilar et al., 2006). In particolare, tra gli isolati 
camerunensi analizzati, la forma 184F è stata la più frequente 
sostituzione osservata, nel 42% dei campioni, rispetto al 6% dei 
campioni per i quali è stata osservata la mutazione al codone 86 
(NY). Questo dato è in linea con quanto osservato in Senegal 
(Wurtz et al., 2014) e in Guinea Equatoriale (Li et al., 2015). 
Inoltre, tramite il sequenziamento con il metodo di Sanger, nei 
campioni provenienti dalla Guinea Conakry, è stata osservata la 
stessa tendenza, ovvero una maggiore percentuale di isolati mutati 
al codone 184 ( ̴ 40%) rispetto a quelli mutati al codone 86 ( ̴ 16%).  
In Botswana, per il solo codone 86, si è osservata una piccola 
percentuale di isolati mutati ( ̴ 8%), mentre il 92% degli isolati 
analizzati ha mostrato la forma wild-type N86. È stato dimostrato 
che la variante allelica wild type N86 induce una ridotta sensibilità 
alla lumefantrina e all’amodiachina (Wurtz et al., 2014), mentre 
conferisce suscettibilità alla clorochina. In aggiunta, 
l’identificazione del 17.7% degli isolati con un aumentato numero 
di copie del gene Pfmdr1 è un dato rilevante in Africa, dove solo 
raramente si osserva un’amplificazione di questo gene. Come 
descritto in letteratura, l'amplificazione del suddetto gene è stata 
134  
 
DISCUSSIONE E CONCLUSIONI 
associata, in vivo e in vitro, non solo alla diminuita suscettibilità ai 
derivati dell’artemisinina e alla meflochina, ma anche alla 
lumefantrina (Price et al., 2004; Sidhu et al., 2006; Uhlemann et 
al., 2005). Questi dati suggeriscono un elevato potenziale per la 
rapida selezione di resistenza alla lumefantrina e all’amodiachina 
(Price et al., 2010). 
Come descritto, il gene Pfcytb, localizzato nel genoma 
mitocondriale di P. falciparum, è implicato nella resistenza all’AP. 
In particolare, le mutazioni I258M e Y268S/C in questo gene 
riducono drasticamente la sensibilità all’atovaquone in 
combinazione con il proguanil (Kamau et al., 2015). Nei campioni 
camerunensi analizzati non è stata riscontrata alcuna di queste 
mutazioni, indicando la piena suscettibilità degli isolati al 
trattamento con l’associazione atovaquone/proguanil (A/P, 
Malarone®). Questo risultato conferma la validità della strategia 
profilattica basata sulla somministrazione di A/P nei viaggiatori 
verso l’Africa, e talvolta utilizzata come trattamento della malaria 
non complicata da P. falciparum in Europa e negli Stati Uniti 
(LaRocque et al., 2012; Cordel et al., 2013). 
Le mutazioni nei geni Pfdhfr (N51I, C59R, e S108N) 
e Pfdhps (S436A, S436F, A437G, K540E, A581G, e A613S9) 
sono associate rispettivamente alla resistenza alla pirimetamina 
(Cowman et al., 1988) e alla sulfadossina (Triglia et al., 1997). 
L’analisi molecolare, tramite l’utilizzo della piattaforma MaRS per 
i campioni camerunensi, ha evidenziato un’elevata frequenza 
(66.4%) dell’aplotipo IRN per il gene Pfdhfr, mentre la mutazione 
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I164L non è stata osservata in nessuno degli isolati: questo dato è 
coerente con quanto precedentemente descritto in Camerun (Tahar 
et al., 2007; McCollum et al., 2008; Chauvin et al., 2015).  
La mutazione A437G nel gene Pfdhps, coinvolta nella resistenza 
alla sulfadossina, è molto comune in Africa e la sua prevalenza nel 
2005 in Camerun era del 69% (Menemedengue et al., 2011). Nel 
presente lavoro questa mutazione è risultata la più frequentemente 
osservata nei campioni analizzati (  ̴60%). Gli altri polimorfismi 
nel gene Pfdhps che concorrono alla manifestazione della 
resistenza alla sulfadossina sono stati osservati con frequenze 
diverse: S436A (34%), K540E (1.7%), A581G (9%), e A613S 
(13%). Di questi, il polimorfismo al codone 540 è molto comune a 
bassa frequenza in Africa centrale ed occidentale, e in Camerun 
nel 2011 è stata osservata con una prevalenza del 2% (Chauvin et 
al., 2015). Inoltre il polimorfismo I431V nel gene Pfdhps, 
precedentemente descritto in Camerun da Chauvin, è stato qui 
osservato in 22 isolati sempre in associazione con le mutazioni 
S436A/A437G. 
     In conclusione, i risultati ottenuti dall’analisi molecolare del 
sequenziamento tramite la piattaforma MaRS e tramite il metodo 
di Sanger, per un totale di 930 campioni provenienti da quattro 
paesi endemici africani, fanno dedurre la piena suscettibilità di tutti 
gli isolati di P. falciparum all’artemisinina. L’elevata frequenza di 
varianti alleliche wild type al codone 86, e le mutazioni al codone 
184 del gene Pfmdr1, così come l’aumentata espressione di questo 
gene, suggeriscono un potenziale rischio di resistenza 
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all’amodiachina e alla lumefantrina, utilizzati come farmaci 
partner nelle diverse ACTs. Inoltre, l’indagine molecolare 
condotta sui campioni camerunensi dimostra come l’evoluzione 
delle politiche farmacologiche a base di ACT per il trattamento 
della malaria non complicata da P. falciparum possano 
gradualmente favorire il ritorno di genotipi sensibili alla 
clorochina.  
I marcatori molecolari di resistenza agli antifolati, Pfdhfr e Pfdhps, 
sono risultati avere un elevato numero di codoni mutati, 
rafforzando l’idea della presenza di genotipi circolanti altamente 
resistenti alla sulfadossina/pirimetamina in Africa occidentale: ciò 
mette in luce la possibilità di osservare una ridotta efficacia del 
trattamento intermittente preventivo di SP somministrato alle 
donne in gravidanza. 
Data la preoccupante insorgenza della resistenza all’artemisinina 
nel Sud Est Asiatico, il maggior timore della comunità scientifica 
internazionale è quello che questa possa diffondersi nel continente 
africano, come è storicamente accaduto per gli altri farmaci 
antimalarici, poiché non esistono nuove formulazioni terapeutiche 
in fase di sviluppo preclinico, e non esistono terapie combinate che 
non prevedano l’utilizzo di derivati dell’artemisinina. In questo 
scenario, l’OMS raccomanda un costante monitoraggio 
dell’efficacia terapeutica dell’ACT in tutti i paesi endemici. Con 
questo scopo, è nato il “WWARN” (WorldWide Antimalarial 
Resistance Network), ovvero una piattaforma di ricerca globale 
che fornisce evidenze scientifiche aggiornate sulla diffusione della 
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resistenza ai farmaci antimalarici. 
Nel contesto della sorveglianza alla resistenza ai farmaci 
antimalarici, e in particolare all’artemisinina, si inserisce il 
presente lavoro di tesi. I risultati fin qui raccolti, dimostrano la 
necessità di effettuare una costante attività di screening, soprattutto 
nei paesi endemici ad elevata trasmissione malarica, nel tentativo 
di non rendere vani gli sforzi compiuti fino ad oggi per garantire il 
controllo e l’eliminazione della malaria. 
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